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a-Glutatione-s-transferasi del siero e danno epatico da alcool
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ABSTRACT
Serum c-glutathione-S-transferase and alcoholic liver damage

The analytical performance of an enzyme immunossay for the measurement of serum a-glutathione-S-transferase
(¢-GST), and the predictive value of the test and its usefulness in the differential diagnosis between virus induced and
alcool induced chronic active hepatitis, have been evaluated. Serum samples were obtained from 180 patients, including
alcohol drinkers with liver disease, non drinkers patiens with liver disease, drinkers patients wihout liver disease, and
healty subjects. The o-GST assay, whose reagents were obtained as a kit, was highly practicable, repeatible and
reproducible; the test showed good specificity (95%) but low sensitivity (46-47%). Its a good marker for active liver
damage, with significantly higher values in patiens with chronic active hepatitis in comparison to those with liver cyrrosis.
Itis also a good marker of viral chronic active hepatritis in comparison to alcohol induced hepatitis.

RIASSUNTO

Viene valutata I'attendibilitd analitica di una metodica immunochimica per la misura della a-glutatione-S-transferasi
(0-GST), il suo valore predittivo e l'utilita nella diagnosi differenziale tra epatite cronica attiva da virus e da abuso di
alcool. Sono stati analizzati campioni ottenuti da 180 soggetti comprendenti epatopatici etilisti, epatopatici non etilisti,
etilisti non epatopatici e soggetti sani. Il metodo, i cui reattivi sono disponibili sotto forma di kit, & di facile esecuzione,
dotato di buona ripetibilita e riproducibilita, di elevata specificitd (95%) ma di bassa sensibilita 46-47%. L'esame
costituisce un indice di danno epatico attivo, con valori significativamente piu elevati nei soggetti con epatite cronica
attiva rispetto a quelli con cirrosi, e rappresenta un indicatore eziologico di epatite cronica attiva da virus rispetto a quella
da alcool.

INTRODUZIONE mediandone il trasporto dal plasma all'epatocita e da un
compartimento epatocellulare all'altro. La GST ha emivita
plasmatica di circa 90 minuti (6) e massa molecolare di 50

Kd; ne esistono tre forme che si differenziano per il punto

L'abuso alcolico causa una patologia progressiva che
interessa in modo particolare il fegato (1), dove sono

localizzate le vie ossidative dell’etanolo (2,3): qui si forma-
no i prodotti di ossidazione dell'etanolo (acetaldeide, idro-
geno e radicali liberi), maggiori responsabili del danno
epatico (1).

Si ritiene che il consumo giornaliero di una quantita di
etanolo superiore a 80 g nell'uomo e 40 g nella donna per
un periodo prolungato, determini I'insorgenza di manife-
stazioni di epatopatia alcolica, evidenziabile da variazioni
di aspartato (AST) e di alanina amminotrasferasi (ALT),
fosfatasi alcalina, proteine totali, e y-glutammil-transferasi
(GGT) del siero (1). Altri esami utili alla diagnosi di abuso
alcolico sono la determinazione dell’'etanolo e della tran-
sferrina carboidrato carente (CDT) del siero, nonché della
glutatione-S-transferasi (GST, EC 2.5.1.18), enzima che
partecipa alla detossicazione e protezione delle cellule
dall'azione dei perossidi (4), catalizzando la reazione di
coniugazione del glutatione con molecole elettrofile (eso-
gene ed endogene) (5).

La GST é conosciuta anche con il nome di ligandina.
Possiede infatti la capacita di legare alcune molecole

isoelettrico (4): «-GST (punto isoelettrico basico, nell'inter-
vallo 9.0-7.3); Mu-GST (punto isoelettrico neutro, nell'in-
tervallo 6.5-5.5); Pi-GST (punto isoelettrico acido, nell'in-
tervallo 5.3-4.5). |l fegato contiene in modo predominante
la forma basica o u-GST (7).

Scopo diquesto lavoro ¢ la valutazione analitica di una
metodica immunochimica per la misura della «-GST, non-
ché lavalutazione del suo valore predittivo dell'«-GST, per
confronto con quello di altri parametri del danno epatico,
e della sua utilita nella diagnosi differenziale tra epatite
cronica attiva da virus e cirrosi epatica e epatite da abuso
di alcool.

MATERIALI E METODI

Sono stati esaminati 180 campioni di siero di soggetti
(135 epatopatici e 45 normali) la cui diagnosi era stabilita
sulla base del quadro clinico e della biopsia e/o ecografia
epatica. | pazienti sono stati suddivisi in quattro gruppi:
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Alcolisti attivi senza segni clinici e biochimici di danno
epatico (epatopatia minima).

1) Alcolisti attivi con evidenti segni clinici e biochimici
di danno epatico.

2) Non alcolisti con diagnosi bioptica (prove di funzio-
nalita epatica alterate).

3) Soggetti sani, con assenza di segni clinici e biochi-
mici di danno epatico

Sono state eseguite le seguenti determinazioni: am-
mino transferasi (AST e ALT), fosfatasi alcalina, proteine
totali, bilirubina, y-glutamil transpeptidasi, glutatione tra-
sferasi e marcatori virali.

Tutti gli esami sono stati eseguiti nella mattina del
prelievo, eccetto le misure della «-GST, effettuate su
aliquote di sieri congelati.

Per la misura dell'c-GST & stato utilizzato il kit "HEP-
KIT ALPHA" della ditta BIOTRIN, basato su un metodo

Per la prova di recupero & stato utilizzato un siero a
concentrazione (misurata) di 5,5 ng/L, cui venivano ag-
giunti volumi misurati dei calibratori.

La stabilita dei sieri & stata verificata utilizzando un
siero a concentrazione di 20 ng/L, aliquotato e conservato
a -20 C° ed analizzato in doppio, ad intervalli regolari,
durante un periodo di 50 settimane.

Il materiale di controllo, rappresentato da un siero
fornito dalla ditta Biotrin, avente concentrazione media di
9.7 e intervallo di accettabilita da 7.7 a 11.6 ug/L, & stato
analizzato in duplicato per ogni seduta analitica, per un
periodo di un anno circa.

L’elaborazione statistica & stata effettuata mediante
test non parametrici, con l'utilizzo della regressione linea-
re, e la elaborazione di curve ROC.

immunoenzimatico a sandwich su micropiastra, utilizzante  RISULTATI
un anticorpo monoclonale.
Per ogni seduta analitica viene allestita una curva di  precisione

calibrazione (a sei punti) e analizzato un controllo positivo.
Le concentrazioni dei campioni vengono interpolate su
una curva di calibrazione assorbanza/concentrazione, te-
nendo conto del fattore di diluizione del siero.

Le caratteristiche dichiarate riportate del metodo sono:
valori di riferimento fino a 7.5ug/L; sensibilita: 0.25 ug/L;
linearita fino a 40 ug/L. | campioni sono considerati stabili
per 2-3 giorni a 4°C. e fino a 9 mesi se congelati.

Per la valutazione dell'imprecisione sono state utiliz-
zate due miscele di sieri preparati in laboratorio (a valori
di o-GST rispettivamente normale ed elevato), analizzati
20 volte nella medesima seduta (imprecisione entro la
serie), e quattro volte nella stessa serie per quattro giorni
consecutivi (imprecisione tra la serie).

Per la valutazione della linearita sono state analizzate,
in un'unica seduta, miscele di due sieri con differenti
rapporti di diluizione.

Tabella 1

Nella tabella 1 sono riportatii valori medi, la deviazione
standard ed i coefficienti di variazione ottenuti per le due
miscele come descritto.

Prove di linearita

Dai dati sperimentali & stata ricavata la retta di regressio-
ne lineare: y=2.6x-6; R?=0.9935, dove la variabile indipen-
dente & costituita dai valori di concentrazione misurati (in
ug/L) e la variabile dipendente dal rapporto di diluizione.

Prove di recupero
| risultati ottenuti mostrano recuperi che variano dal-
I'88% al 92% e un recupero medio del 90,5% (tabella 2).

Prove di stabilita dei campioni
Dalle analisi effettuate in doppio sulle aliquote del siero
conservato a -20C° si evidenzia una stabilita dell'analita

Imprecisione analitica nella misura di aGST del siero, a due valori di concenirazione

Materiale Nella serie Tra le serie
Numero di repliche  Media + DS CV (%) Numero di repliche Media + DS CV (%)
(ng/L) (ug/l)
Miscela A 20 6,7+0,3 3.2 16 6,940,4 4,6
Miscela B 20 30,042,2 7.5 16 30,810,7 97
Tabella 2

Prova di recupero effettuata su un siero a concentrazione di 5.5mg/L. cui sono stali aggiunti volumi crescenti di calibratore

Volume aggiunto (ug/L) Concentrazione misurata (ug/L) Recupero (%)

20 238 91,5
10 14,6 91
5,0 9,5 90
2,5 7.8 92
1,25 6,6 88
Media 90,5
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entro trenta settimane.

Controllo di Qualita interno
I risultati ottenuti in 30 determinazioni effettuate su di
un controllo a concentrazione nota sono stati i seguenti:
valore medio: 10.25 pg/L; DS.: 0.87 ug/L; CV%:
0.54%.

Valutazione clinica

La figura | riporta le distribuzioni dell«GST nei quattro
gruppi disoggetti analizzati. | valori di concentrazione degli
epatopatici (etilisti e non) sono decisamente pill elevati
rispetto agli altri due gruppi.

La significativita nelle differenze tra i valori mediani nei
tre gruppi nei confronti con i soggetti sani & stata verificata
con il test di Wilcoxon per campioni indipendenti.

Mediante analisi della regressione lineare dei valori
assunti dagli altri indici di danno epatico (AST, ALT, Pro-
teine totali, Bilirubina, GGT, Fosfatasi alcalina) sui valori
di GST nei quattro gruppi, risultano correlazioni statistica-
mente significative per 'ALT e I'AST nei gruppi degli
epatopatici non etilisti (r=0.39 p=0.05 per AST, r=0.577
p<0.001 per ALT) e degli epatopatici etilisti (r=0.53
p<0.001, per AST r=0.65 p<0.001 per ALT).

Sono stati successivamente raggruppati i valori relativi
ai soggetti con epatite cronica attiva (di origine alcolica e
virale) e con cirrosi epatica.

| valori di concentrazione di aGST nei due gruppi
(epatite e cirrosi) sono riportati nella figura II; la significa-
tivita delle differenze tra i valori mediani nei tre gruppi di
soggetti & stata verificata con il test di Wilcoxon per cam-
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pioni indipendenti (figura 11).

Sono stati isolati i soggetti relativi ai casi di epatite
attiva, suddividendoli a loro volta in due gruppi: affetti da
epatite di origine virale e affetti da epatite alcolica.

Le dispersioni dei valori di concentrazione di «GST dei
2 gruppi sono state riportate nella figura Il

La significativita delle differenze tra i valori mediani di
o-GST nei due gruppi e la significativita delle differenze
fra i valori mediani di AST e ALT é stata verificata con il
test di Wilcoxon per campioni indipendenti (tabella 3).

Per I'elaborazione della curva ROC si é utilizzato come
riferimento il gruppo dei soggetti sani; il cut-off utilizzato &
stato di 7.5 ug/L.

CONCLUSIONI

L'imprecisione analitica nella serie e tra la serie a due
livelli di concentrazione (uno normale e uno patologico) &
risultata contenuta ed i CV% ottenuti (tabella 1) sono
comparabili a quelli riportati in letteratura (17), utilizzando
lo stesso metodo immunoenzimatico ELISA.

La retta di regressione relativa alla valutazione della
linearita del metodo analitico ha fornito un buon risultato
(R?=0.993), considerando che I'analisi ¢ stata effettuata
con tecnica manuale.

| risultati ottenuti dalla misura del materiale di controllo
sono nei limiti di accettabilita, rientrando ampiamente en-
tro le 2 D.S. rispetto al valore medio; la variabilita risulta
quindi contenuta a conferma dell'accuratezza del metodo.

L'esame mostra una buona specificita ricavata utiliz-
zando come riferimento il gruppo dei soggetti sani (95%)

Y T S
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]
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Figura |

Valori di GST osservati nei quattro gruppi di campioni considerati. Significativita delle differenze con il gruppo "soggetti sani®; (*) p=0.004;

(**) p=0.0016; (***) p=0.013
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Figura Il

Valori di GST osservali nef casi di epatite e cirrosi epatica. Significativita della differenza tra i due gruppui: p < 0,001
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Figura il

Valori di GST osservati in 2 gruppi di epatite attiva di differente eziologia (epatite da virus ed epatite alcolica). Significativita della

differenza: p = 0,001

e una bassa sensibilita sia nel gruppo degli epatopatici non
etilisti sia in quello degli epatopatici etilisti (46% e 47%
rispettivamente).

Nel confronto tra le concentrazioni delltGST e i para-
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metri biochimici presi in considerazione sono emerse cor-
relazioni significative solo per le transaminasi nei due
gruppi di pazienti epatopatici non etilisti ed epatopatici
etilisti (19). Inoltre nel gruppo dei soggetti con epatite virale
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Tabella 3

Valori di o-GST, AST e ALT del siero in due gruppi di epatite cronica attiva di differente eziologia

sono stati rilevati valori medi significativamente piu alti
rispetto al gruppo di soggetti con epatite alcolica.

Questo conferma la specificita del'tGST come indica-
tore di necrosi epatocellulare, anche in virta del fatto che
'aGST non ha mostrato alcuna correlazione con gli altri
indici di protidosintesi e di colestasi.

Confrontando i soggetti con epatite alcolica e virale
verso i soggetti con cirrosi, emerge una differenza eviden-
te (figura ). Questa differenza, confermata dall'elabora-
zione con il test di Wilcoxon (p<0.001), dimostra che
I'utilita del’esame dell’'t-GST é legata soprattutto al suo
uso come indice di danno epatico attivo rispetto a quello
da involuzione cirrotica come rilevato anche da Sherman
etal.

Dalla rappresentazione grafica della curva ROC ri-
guardante tre parametri: oGST, ALT e GGT si evidenzia
un innalzamento della sensibilita e specificita del'aGST
quando si analizzano i dati relativi ai soli casi di epatite (sia
virale sia alcolica) rispetto alla stessa se riferita ai soli
soggetti epatopatici (figure IV e V).

Nella suddivisione dei soggetti epatitici cronici in due

Eziologia o-GST (mg/L) AST (UL) ALT (U/L)

Mediana Intervallo Mediana Intervallo Mediana Intervallo
Virale 30" 10-90 107" 31-335 141% 62-622
Alcolica 11* 2-53 784 25-282 68% 37-327
Significativita delle differenze (test di Wilcoxon per dati indipendenti): (*) P = 0,001; (#) P = 0,480; ($) P = 0,04

sottogruppi, epatite attiva da virus ed epatite alcolica, si
evidenzia una differenza statisticamente significativa
(p<0.001) per l'aGST.

Dal confronto dell'attivita del’ALT e AST di tali sotto-
gruppi risultano valori di p=0.004 per 'ALT e non signifi-
cativo per 'AST. Per questo 'uGST si dimostra indicatore
eziologico di epatite cronica attiva da virus sicuramente
pit valido rispetto allAST che non supera il limite della
significativita statistica; e, come rilevato anche da altri
autori, mostra migliore correlazione con il danno istologico
rispetto ad AST e ALT (9,11,13,14,17,20).

Questo aspetto & probabilmente dovuto alla breve
emivita di questo enzima (1,5h contro le 24h del’AST) che
riflette meglio una condizione di danno epatico da attiva
replicazione virale rispetto alle transaminasi, cosi come
dimostrato anche dall’elevazione nel corso di epatite acu-
ta.

La rapidissima clearance della uGST é stata dimostra-
ta ampiamente da Y. Adachi et al. (19), essa sembra
dovuta soprattutto all'attivita renale.

L'aGST invece non si dimostra un utile indice di danno
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Curva ROC relativa ai soggetli con epatite virale ed alcolica in confronto ai soggetti sani

lieve provocato da ingestione da alcool nel caso di soggetti
con danno epatico minimo. Dalla comparazione dei dati
relativi al gruppo dei soggetti etilisti non epatopatici rispet-
to ai soggetti sani risulta una differenza ai limiti della
significativita statistica, ma non puo essere presa in con-
siderazione a causa della sovrapposizione dei dati dei due
gruppi.

Quindi la misura dell'x-GST potrebbe essere un indice
della suscettibilita del fegato ai danni provocati dall'inge-
stione di alcool. Questo potrebbe suggerire che negli
alcolisti cronici anche l'ingestione di una quantita modera-
ta di alcool possa causare un danno subacuto al fegato.

Studi effettuati su campioni pit specifici potrebbero
rivelarsi utili a stabilire se il dosaggio delllaGST presenti
ulteriori vantaggi rispetto ai metodi tradizionali di rilevazio-
ne del danno epatico di lieve entita indotto dall’alcool.

In conclusione i risultati ottenuti dai dati analizzati in
questo lavoro provano che la misura della concentrazione
delluGST nel siero ¢ utile per l'inquadramento clinico di
diverse forme acute di danno epatico e fornisce informa-
zioni circa la predisposizione al danno epatico indotto
dall'alcool (11).
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