C_________________________________________________________________________________|
CONTRIBUTI SCIENTIFICI SCIENTIFIC PAPERS
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ABSTRACT

Comparison among analytical methods for carbohydrate-deficient transferrin determination. The diffusion of
alcohol consumption has been associated to abuse and dependence, leading to relevant socioeconomic problems
and the need for forensic medicine to produce clear clinical and therapeutic identifications. Although alcohol is a legal
substance of common and free use, it is classified as addiction substance and its increasing use causes public health
problems, making mandatory prevention and improvement of therapeutic politics against alcohol dependence and
related problems . Alcohol abuse is both a general and individual risk factor, because it is dangerous for the abuser
as well as for the community, (e.g. job and saturday night traffic accidents). The phenomenon is complex and accu-
rate biological markers are needed in order to distinguish between acute use, dependence and chronic abuse of alco-
hol. Currently, the preferred biomarker is carbohydrate-deficient transferrin, (CDT) because of its particular bioche-
mical characteristics allowing both rapid diagnosis and prevention actions of all alcohol-related problems. Today, to
determine carbohydrate-deficient transferrin, several reliable methods, characterized by high analytical and diagno-
stic performances in terms of specificity and sensibility, are available. At the “Laboratory of centre of drug addiction”
of the S.M. Loreto Crispi hospital, A.S.L. Napoli 1, different techniques for carbohydrate deficient transferrin determi-
nation such as turbidimetric and nephelometric immunoassays, capillary electrophoresis and high performance liquid
chromatography have been checked to evaluate analytical performances, calculate the best cutoff and define accu-
racy for diagnosis and follow-up of chronic alcohol abuse, as well as for checking continuous abstinence, considering

24

that carbohydrate deficient transferrin isoforms are related to the ingested alcohol amount.

INTRODUZIONE

La transferrina € una glicoproteina, piu precisamente
una B1-globulina, sintetizzata principalmente dal fegato
ed in minima quantitd anche dal sistema reticolo endote-
liale e da alcune ghiandole endocrine (cellule di Sertoli)
con un’emivita di 7 giorni.

E’ costituita da una singola catena di 679 amminoa-
cidi con due domini globulari, N-terminale (1-336) e C-
terminale (337-679), e da due catene N-glicaniche lega-
te a residui di asparagina nel dominio C-terminale.
Ciascun dominio e capace di legare un anione (bicarbo-
nato in genere) e due cationi (soprattutto Fe***) con ele-
vata affinita, tanto che la transferrina rappresenta il prin-
cipale trasportatore di ferro nel sangue. La transferrina
mostra una elevata eterogeneita imputabile al diverso
contenuto di ferro e alla presenza e alla composizione
delle due catene glicaniche. Per quanto riguarda il con-
tenuto di ferro, sono state identificate quattro forme di
transferrina con diversi valori di pl: I'apotransferrina (Feq
con pl = 6,1), due transferrine monoferriche (Fey con pl
= 5,8 e Fe;c con pl = 5,7), ed infine la transferrina difer-
rica (Fe, con pl = 5,4). Inoltre le due catene N-glicaniche,
costituite da N-acetilglucosammina, mannosio e galatto-
sio, differiscono per il loro grado di ramificazione, e pos-
sSono assumere struttura bi-, tri- e tetra-antennaria cia-
scuna terminante con un residuo di acido sialico a carica
negativa (figura 1). La CDT & una proteina costituita dal-

biochimica clinica, 2007, vol. 31, n. 1

I'insieme delle isoforme della transferrina con pl >5.7 e
diverso numero di residui di acido sialico quali la asialo
(isoforma priva di residuo di acido sialico), la monosialo
(isoforma con un residuo di acido sialico) e la disialotran-
sferrina (isoforma con due residui di acido sialico) identi-
ficate nel siero e nel liquido cefalorachidianol. Accanto
alla eterogeneita dovuta al differente carico di ferro e alla
composizione delle catene glicaniche, esistono almeno
38 varianti genetiche? causate dalla sostituzione di uno o
pit amminoacidi nella struttura primaria della proteina.
Sono state individuate tre forme identificate come tipo C,
di cui si conoscono sedici sottotipi (C1-C16), tra i quali il
sottotipo C1 ¢ il piu frequente nella popolazione caucasi-
ca (prevalenza >95% ), tipo B, a migrazione anodica, e
tipo D, a migrazione catodica.

E’ noto che quantita elevate di alcool non modificano
la catena polipeptidica della transferrina, ma diminuisco-
no I'attivita di alcuni enzimi responsabili della sintesi delle
catene N-glicaniche, per cui la CDT aumenta nel siero ed
e degradata molto piu lentamente delle altre isoforme
della transferrina tanto che la sua emivita e di 14 giorni
contro 7 delle transferrine normali3. La CDT rappresenta
meno del 10% della transferrina totale, e la sua eteroge-
neita pone rilevanti problemi analitici, sia dal punto di
vista della separazione delle isoforme che della sua
determinazione quantitativa della CDT46. La CDT in
medicina forense e stata proposta come biomarcatore
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Figura 1

Alcune isoforme della transferrina. In alto: asialotransferrina
caratterizzata dall’assenza di catene N-glicaniche e di residui di
acido sialico (isoforma CDT); al centro: disialotransferrina
caratterizzata dalla presenza di una catena N-glicanica a forma
di biantenna in posizione amminoacidica 413 terminante con
due residui di acido sialico (isoforma CDT); in basso: tetrasialo-
transferrina che € I'isoforma maggiormente rappresentata nel
siero umano, caratterizzata dalla presenza di due catene N-gli-
caniche a forma di biantenna in posizione amminoacidica
rispettivamente 413 e 611 terminanti con quattro residui di
acido sialico (isoforma non CDT)

idoneo al follow-up, al controllo del mantenimento dell’a-
stinenza e alla identificazione dello stato di abuso croni-
co di alcool?:8,
Pur essendo attualmente considerata il marcatore
biochimico piu sensibile e specifico di abuso alcolico?, la
CDT e comunque oggetto di un’intenaccesa discussione
scientifica su diversi aspetti critici ancora aperti:
1.definizione dell’analita;
2.meccanismi biochimici e genetici correlati all’entita
d’alcool ingerito;

3.differenti sensibilita e specificita in relazione al sesso;

4.differenti tecniche adottate per il dosaggio;

5. differenti unita di misura e modalita di espressione dei
risultati;

6.assenza di materiali di riferimento per la standardizza-
zione della sua misura.

Allo stato attuale la CDT € l'unico marcatore biochi-
mico indiretto utilizzabile per la diagnosi d’abuso e/o

dipendenza da alcool10.11 sja in ambito clinico che nella
diagnostica tossicologica, efficace nel rilevare I'abitudine
al consumo giornaliero (60-80 g/die) e prolungato di
alcool, senza fornire, invece, alcuna informazione sulla
presenza di etanolo in circolo o sul suo metabolismo.

Il nostro studio si propone di confrontare diverse tec-
niche analitiche allo scopo di valutarne I'efficacia diagno-
stica in termini di sensibilita, specificita e accuratezza,
caratteristiche fondamentali di un metodo analitico atten-
dibile.

MATERIALI E METODI

Presso il polo di tossicologia del P.S.I. “S.M. Loreto
Crispi” di Napoli (A.S.L. Napoli 1) sono stati analizzati
213 sieri residui provenienti da campioni resi anonimi di
soggetti sottoposti a prelievo obbligatorio ai sensi del-
I'art.186 del Codice della Strada, e di soggetti afferenti
alle UU.OO. Ser.T. provenienti dai servizi di pronto soc-
corso metropolitani e dalle case circondariali. Alle tecni-
che di immunoturbidimetria (TIA) e elettroforesi capillare
(CE), gia in uso presso il nostro laboratorio, si sono
aggiunte immunonefelometria (NIA) e cromatografia
liquida ad alta pressione (HPLC), allo scopo di ridurre le
difficolta interpretative relative alla microeterogeneita
della transferrina, alla sovrapposizione delle isoforme
CDT e non-CDT, alle basse concentrazioni delle isofor-
me CDT e alla separazione delle isoforme CDT da quel-
le non-CDT e dagli altri costituenti del siero.

Le determinazione in TIA (%CDT-TIA, BioRad
Laboratories) su siero si eseguono, dopo separazione
delle isoforme CDT da quelle non CDT su colonnine a
scambio ionicol213, utilizzando il sistema CODA
Analyzer (BioRad Laboratories). La variazione dell'as-
sorbanza a 405 nm, prima e dopo aggiunta di un anticor-
po anti-transferrina, € funzione della concentrazione
della proteina. Le concentrazioni di transferrina nell’elua-
to, corrispondente alla CDT, e nel siero sono derivate da
una curva di calibrazione a quattro punti con calibratori a
concentrazioni rispettivamente di 1,5; 6; 12 e 24 mg/L. |l
valore della percentuale di CDT (%CDT) e calcolato
mediante la seguente equazione:

%CDT = 7,4 x (transferrina nell’'eluato/transferrina
nel siero) - 0,1.

La determinazione mediante NIA é stata effettuata in
completa automazione con il kit N-Latex CDT (Dade-
Behring) su sistema BN-II . Il principio del metodo &
basato su una competizione tra la CDT presente nei
campioni e le particelle di polistirene ricoperte di CDT
per il legame ad anticorpi monoclonali specifici anti-CDT
umana anch’essi adesi a particelle di polistirene. In
assenza di CDT nel campione le particelle di polistirene
si aggregano provocando una dispersione della luce
incidente. Piu basso € il contenuto di CDT in esame, piu
alto e il segnale luminoso deviato. La valutazione, in
mg/L o in %CDT, viene eseguita per confronto contro
uno standard di CDT a matrice sierica umana e a con-
centrazione nota.

Per la CE abbiamo utilizzato un kit (P/ACE CDT,
GeneDIA) che consente la separazione elettroforetica
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delle isoforme della transferrina e la loro rivelazione
diretta in UV a 200 nm, dopo saturazione ferrica. A que-
sto proposito, 100 pL di siero vengono incubati per alme-
no 30 min a temperatura ambiente nel tubo di prepara-
zione. Successivamente il campione di siero, diluito 1:5
con acqua distillata, viene introdotto nel capillare di sili-
ce fusa con un diametro interno pari a 25 pm ed una lun-
ghezza totale di 57 cm. La separazione delle isoforme
sieriche della transferrina si ottiene in circa 15 min, utiliz-
zando un tampone Tris Borato 200 mM a pH 8,3 ed
applicando una differenza di potenziale pari a 28 kV.
L’analisi & eseguita su strumento P/ACE MDQ Capillary
Electrophoresis System (Beckman Coulter)14-16_ || calco-
lo della CDT si ottiene esprimendo la percentuale relati-
va della CDT rispetto alla tetrasialotransferrina con la
seguente formula:

%CDT = (area CDT/ area tetrasialotransferrina) * 100.

Come metodo analitico di riferimento, abbiamo utiliz-
zato il kit BioRad %CDT su HPLC Agilent 1100 series
(Agilent Technologies) (17), costituito da degasser,
pompa quaternaria, campionatore automatico, termosta-
to colonne e detector UV/VIS. L'eluizione a gradiente ter-
nario usa i seguenti solventi: eluente A, tampone bis-tris
20 mM; eluente B, tampone bis-tris 20 mM + NaCl 0,35
M; eluente C, NaCl 0,50 M. Le proporzioni sono prefis-
sate in un programmatore di gradiente, in modo da otte-
nere 'omogeneita della fase mobile che giunge alla
colonna. Quest'ultima € una colonna di silice a scambio
anionico forte che lavora a una temperatura di 35 °C. La
lettura avviene a 460 nm con lampada al Deuterio. Il
campione (100pL siero) viene saturato con una miscela
contenente 500uL di FeCl; ed incubato per 30-60 min a
temperatura ambiente. Dopo centrifugazione il surnatan-
te recuperato viene trasferito in una cuvetta ed iniettato
(200pL) con autocampionatore. L'analisi cromatografica
non richiede standard interno in quanto il valore di CDT
€ espresso in percentuale e ciascuna isoforma della
transferrina viene identificata in base al tempo di riten-
zione (tg) riportato dalla casa produttrice del kit ma
suscettibile di variazioni dovute alle condizioni sperimen-
tali. L’analisi ha una durata di circa 8 min.

La saturazione ferrica € il passaggio fondamentale
per i metodi TIA, CE e HPLC. Viene eseguita con lo
scopo di saturare tutta la transferrina sierica presente ed
avere un carico uniforme di ferro (due ioni ferrici) in tutto
il campione. In tal modo viene ridotto il numero di isofor-
me native, che hanno un uguale punto isoelettrico (pl). E’
bene ricordare che EDTA o eparina possono influenzare
la saturazione ferrica e, quindi, la separazione delle iso-
forme di CDT. Lipemia, emolisi, fibrinogeno e immuno-
globuline monoclonali possono, invece, produrre risulta-
ti di CDT falsamente positivi.

Le metodiche utilizzate esprimono i valori della CDT
in percentuale: i metodi TIA, NIA e HPLC calcolano la
%CDT come rapporto tra le isoforme CDT, per la mag-
gior parte disialotransferrina, e la transferrina totale,
mentre il metodo CE utilizza il rapporto tra le isoforme
CDT e la tetrasialotransferrina, che & quella maggior-
mente rappresentata nel siero.

Per ciascun metodo é stata calcolata I'imprecisione

biochimica clinica, 2007, vol. 31, n. 1

nella serie e tra le serie utilizzando per i metodi TIA e
NIA i controlli forniti dai kit, e per i metodi CE e HPLC
due pool di sieri (normale e patologico), preparati in
casa.

Analisi statistica

L'analisi statistica & stata eseguita con il programma
dedicato MedCalc for Windows (MedCalc Software,
Mariakerke, Belgio). L'analisi della regressione e stata
eseguita secondo Passing e Bablock, modello particolar-
mente adatto al confronto tra due metodi, indipendente-
mente dal metodo posto in ascissa.

Per valutare l'efficacia diagnostica dei metodi sono
stati calcolati i parametri di sensibilita, specificita, valore
predittivo positivo e negativo e costruite le curve ROC
(Receiver Operating Characteristic). Il programma impie-
gato ci ha consentito di ottenere anche il diagramma di
interazione a punti per valutare I'accuratezza del test
diagnostico in esame. In questo diagramma i dati positi-
Vi e negativi sono riportati separatamente su due linee
verticali. La linea orizzontale, invece, individua la miglio-
re separazione tra i due gruppi mentre a lato sono ripor-
tati i valori di sensibilita e specificita relativi al miglior
cutoff individuato.

RISULTATI

Per lo studio sono stati analizzati 213 campioni sieri-
ci di cui 32 positivi al test HPLC (cutoff >2%), impiegato
come metodo di riferimento. In un campione positivo &
stata rilevata la presenza di asialotransferrina associata
ad un valore elevato di disialotransferrina (figura 2).
Nella maggior parte dei casi il valore di CDT € limitato
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Figura 2

Cromatogramma di un campione positivo. In nero & evidenzia-
to il picco dell'isoforma disialo-transferrina mentre il picco che la
precede (visibile alla sua sinistra) e Iisoforma asialo.
Quest'ultima € osservabile solo nei casi in cui la percentuale
della disialo € molto alta. In tal caso la %CDT sara cosi calco-
lata: (asialo+disialo)/transferrina totale
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alla sola percentuale di disialotransferrina, mentre le
altre componenti della frazione CDT, in particolare I'asia-
lotransferrina, si possono osservare nei tracciati di CE e
nei cromatogrammi di HPLC solo nei casi in cui la per-
centuale di disialotransferrina sia molto elevata.
L’imprecisione analitica dei metodi nella serie e tra le
serie, espressi come calcolata su 20 replicati ed espres-
sa come coefficiente di variazione (CV%), sia nella serie
che tra le serie € riportata in tabella 1. La CE e 'HPLC
mostrano tutti i CV <10%, il metodo TIA mostra una
migliore imprecisione tra le serie alla concentrazione ele-
vata (CV= 9.13%) e il metodo nefelometrico un CV <9%
alla concentrazione elevata sia nelle prove nella serie
che tra le serie. | grafici delle correlazioni ottenute con-
frontando i vari metodi con HPLC sono illustrati in figura
3. Nella correlazione tra TIA e HPLC, dal quale i risultati
ottenuti con le due tecniche sono statisticamente diffe-
renti (p<0,05). In questo caso la scarsa correlazione puo
essere imputabile allincompleta separazione delle iso-
forme CDT da quelle non-CDT e quindi ad una coeluizio-
ne delle stesse nelle colonnine monouso a scambio ioni-
co. La correlazione tra CE e HPLC e tra NIA e HPLC non
mostrano risultati statisticamente differenti. Il valore di r2
calcolato per il metodo CE (0,85) indica una buona asso-
ciazione con il metodo HPLC. Per la determinazione dei
valori di riferimento sono stati analizzati 125 sieri di
pazienti astemi mediante le tecniche HPLC, CE, NIA e
TIA e sono stati calcolati i valori di %CDT con media e
deviazione standard (SD). L'intervallo di riferimento con

Tabella 1

un limte superiore corrispondente quindi al 97,5esimo®
percentile della popolazione di riferimento € riportato in
tabella 2. | limiti superiori di riferimento sperimentali, cal-
colati per tutti i metodi sia come 97.5° che come 99° per-
centile, sono stati quindi confrontati con i livelli decisio-
nali consigliati dalle rispettive ditte produttrici dei kit
(tabella 3).

Dai dati si osserva che per il metodo TIA il limite spe-
rimentale corrispondente al 97,5esimo percentile della
popolazione di riferimento € poco piu alto di quello con-
sigliato; per le restanti metodiche, invece, vale il contra-
rio.

Un ulteriore importante confronto tra le prestazioni
dei metodi é stato eseguito mediante I'analisi delle curve
ROC. E’ stata valutata la capacita dei metodi di distin-
guere i bevitori moderati dagli abusatori. Dal confronto
dei metodi TIA, NIA e CE con il metodo HPLC utilizzato
come riferimento, le aree comprese sotto le curve sono
risultate di 0,74 (95% CI: 0,64-0,82) per il dosaggio TIA
con errore standard (SE) di 0,08, di 0,98 (95% CI: 0,92-
0,99) per la CE con SE= 0,03 e di 0,95 (95% CI: 0,91-
0,98) per la NIA con SE= 0,03. Le metodiche CE e NIA,
guando comparate al’HPLC sono risultate dunque molto
piu efficaci del metodo TIA.

Nei diagrammi di interazione a punti si evidenzia il
valore con la migliore accuratezza diagnostica, intesa
come somma di sensibilita e specificita, che per il meto-
do TIA €& pari a 2,8%, contro il 2,6% consigliato dalla
casa produttrice, a cui corrisponde una sensibilita del

Imprecisione analitica dei metodi. Ciascun controllo o pool di siero & stato analizzato 20 volte nella stessa serie analitica (ripetibil-

ita) e in 20 serie diverse (riproducibilita) per ogni metodo

IMMUNOTURBIDIMETRIA

NELLA SERIE TRA LE SERIE
CONTROLLO MEDIA (%) SD CV % MEDIA (%) SD CcV %
PATOLOGICO 4,85 0,58 12,00 4,71 0,43 9,13

NORMALE 1,77 0,19 10,73 1,38 0,24 17,40
ELETTROFORESI CAPILLARE
NELLA SERIE TRA LE SERIE
POOLDISIERO ™\ 1epia (%) SD CV % MEDIA (%) SD CcV %
PATOLOGICO 4,88 0,26 5,33 4,15 0,33 7,95
NORMALE 1,42 0,12 8,45 1,38 0,14 10,14
NEFELOMETRIA
NELLA SERIE TRA LE SERIE
CONTROLLO MEDIA (%) SD CcV % MEDIA (%) SD CV %
PATOLOGICO 4,90 0,32 6,53 4,53 0,40 8,83
NORMALE 2,23 0,25 11,2 2,71 0,30 11,00
CROMATOGRAFIA LIQUIDA AD ALTA PRESSIONE
NELLA SERIE TRA LE SERIE

POOLDISIERO  \iepia (%) SD CcV % MEDIA (%) SD CcV %

PATOLOGICO 4,69 0,09 1,92 47 0,16 3,40
NORMALE 1,59 0,08 5,04 1,31 0,10 7,63
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Figura 3

Comparazione tra i metodi HPLC e: TIA (in alto), NIA (in
mezzo) e CE (in basso). Le equazioni delle rette sono:
y=0,503x+1,5929 con r2 = 0,23; y= 0,8072x+0,7312 con r2 =
0,73; y =1,1016x+0,2292 con r2 = 0,85

Tabella 2
Intervalli di riferimento ottenuti per i 4 metodi valutati
CDT (%)

LIMITI HPLC TIA CE NIA
SUPERIORE 1,7 2,8 1,9 2,2
INFERIORE 0,4 1,1 0,2 1,1
Tabella 3

Confronto tra i valori soglia (cutoff) consigliati dalle ditte produt-
trici e i limiti superiori di riferimento ottenuti

CDT (%)

METODI  DITTA  SPERIMENTALI SPERIMENTALI

(97.5°) (99°)

TIA 2,6 2,8 3,0

NIA 2,4 2,2 2,5

CE 2,3 1,9 2,4

HPLC 1,7 (97.5°) 17 2,0

2,0 (99°)

biochimica clinica, 2007, vol. 31, n. 1

64% (95% CI: 41,4-88,9) ed una specificita del 92%
(95% CI: 86,6-96,9) (figura 4); per la CE la migliore pre-
stazione in termini di sensibilita e specificita si ottiene al
valore di 1,5%, a cui corrisponde una sensibilita del
100% (95% CI: 76,7-100) ed una specificita del 90%
(95% CI: 83,9-95,9) (figura 5). Infine per il metodo NIA si
ha una sensibilita del 90% (95% CI: 74,2-97,8) con una
specificita del 97% (95% CI: 94,1-99,6) al livello soglia di
2,0% (figura 6). La CE consente una migliore separazio-
ne tra bevitori moderati e abusatori con una sensibilita
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Figura 4

Diagramma di interazione a punti ottenuto con il metodo TIA. In
guesto diagramma vengono riportate due linee verticali indicate
rispettivamente con 1 e 0. La prima indica i valori positivi e la
seconda quelli negativi secondo il metodo di riferimento HPLC.
La migliore prestazione in termini di sensibilita (64,3%) e speci-
ficita (92,2%) si ricava ad un valore di cutoff pari a 2,8% contro
il 2,6% indicato dalla casa produttrice

Figura 5

Diagramma di interazione a punti ottenuto con il metodo CE. La
migliore prestazione in termini di sensibilita (100%) e specificita
(90,2%) si ottiene ad un valore di cutoff pari a 1,5% contro il
2,3% indicato dalla casa produttrice
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Figura 6

Diagramma di interazione a punti ottenuto con il metodo NIA.
La migliore prestazione in termini di sensibilita (90%) e speci-
ficita (97%) si ottiene ad un valore di cutoff pari a 2% contro il
2,4% indicato dalla casa produttrice

piu alta rispetto ai metodi immunochimici. Per quanto
riguarda, invece, la specificita i tre metodi sembrano
equivalere.

DISCUSSIONE

In medicina forense la CDT é attualmente ritenuto il
migliore marcatore biochimico per accertare I'abuso cro-
nico alcoolico, seppur non esistano ancora le condizioni
analitiche adeguate per il suo utilizzo in ambito medico-
legalel8- In campo alcoologico la CDT & importante per
monitorare la quantita di alcool assunta, le eventuali rica-
dute o il mantenimento dell'astinenzal®. Per tali motivi &
consigliabile affiancare ad un test di screening una tec-
nica analitica di elezione per la confermaZ20.

In questo studio abbiamo utilizzato I'HPLC come
metodo di riferimento per il confronto con TIA, CE e NIA
nella determinazione della %CDT?21,

Il dosaggio TIA presenta alcuni svantaggi:

- bassa risoluzione delle frazioni desialate che pregiudi-
cano in parte la precisione analitica;

- necessita di operazioni manuali, che incidono sulla
riproducibilita analitica;

- interferenza della trisialotransferrina;

- impossibilitd di individuare la presenza di varianti
genetiche della transferrina.

Per quanto riguarda, invece, il metodo NIA di nuova
generazione, impiegato su analizzatore BN-II, i vantaggi
rispetto al TIA, sono:

- impiego di un sistema completamente automatico
dotato di buona cadenza analitica;

tempo di analisi inferiore a 20 min.;

- possibilita di utilizzare provette primarie;

- migliore sensibilita clinica.

L’insieme di tali caratteristiche consente di utilizzare,
in un laboratorio ad alta produlttivita, il metodo NIA come
test di screening. Entrambi i test sopra indicati dosano
contemporaneamente sia la CDT che la transferrina
totale e presentano un limite di rivelazione pari a 1% di
CDT.

La CE appare, invece, piu sensibile e riproducibile
sia dal punto di vista qualitativo che quantitativo. Il suo
limite & rappresentato dall'interpretazione del profilo
delle isoforme, in quanto I'integrazione dei picchi e effet-
tuata manualmente. La determinazione della %CDT
mediante CE, effettuata ad una & di 200 nm, puo, inoltre,
subire interferenze di altre proteine che assorbono alla
stessa lunghezza d’onda. Questo inconveniente viene
superato dal’'HPLC, che utilizza una & di 460 nm alta-
mente specifica. Esiste, comunque, sia per la CE che
per I'HPLC, limpossibilita di quantificare le isoforme
CDT nei casi di alcune varianti genetiche della transfer-
rina.

| risultati dello studio condotto ci portano a suggerire
l'impiego della NIA rispetto alla TIA per eseguire le ana-
lisi di screening, la CE come metodica di secondo livello
e 'HPLC come metodo di riferimento, essendo quest'ul-
tima la tecnica attualmente piu affidabile per la determi-
nazione della CDT in presenza di isoforme della transfer-
rina22, Tale metodo, infatti, consente la separazione tra
le isoforme e I'elaborazione automatica dei tracciati che
si traduce nella individuazione delle varianti genetiche
ed in una buona rapidita di indagine.

Per quanto concerne l'interpretazione dei dati ottenu-
ti, € bene sottolineare che in tutti i campioni analizzati,
tranne in uno, non sono state individuate (sia negli elet-
troferogrammi che nei cromatogrammi) le frazioni minori
della CDT, ovvero asialo e monosialotransferrina. Tali
isoforme si individuano in particolari condizioni: il picco
dell’asialotransferrina compare quando la percentuale di
disialotransferrina € elevata (figura 2); il picco relativo
alla monosialotransferrina compare, invece, quando e
elevata la percentuale di trisialotransferrina.

Di particolare interesse € stato, infine, il calcolo dei
limiti superiori di riferimento per ogni metodo considera-
to. Dall'analisi statistica e risultato che per il metodo
HPLC il limite superiore di riferimento calcolato coincide
con il livello decisionale consigliato dalla ditta, sia come
97.5° che come 99° percentile della distribuzione dei
valori; per il metodo TIA il limite superiore di riferimento
e risultato piu alto rispetto al cutoff consigliato (2,8% vs
2,6%) mentre sia per il metodo NIA (2,2% vs 2,4%) che
per la CE (1,9% vs 2,3%), i limiti superiori di riferimento
calcolati sono risultati inferiori a quelli consigliati.
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