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SUMMARY

«CDT: a biological marker of alcobol abuse». Background: Laboratory tests may be useful tools in the identifica-
tion of heavy drinkers, in identifying the etiological role of alcobol in the onset of the disease, and in monitoring
changes in alcobol intake. Objectives: An ideal diagnostic marker of alcohol abuse should: be characterized by high
specificity and sensitivity; show an high specific correlation with alcobol metabolism; be dependent on alcohol intake
and have a relatively short half~life (¢,) so as to be able to monitor abstinence periods. Conclusions: CDT" (Car-
bohydrate-Deficient-Transferrin) meets all these requirements and offers the physician a significant tool as a
marker of chronic alcobol abuse. CDT can reveal a daily alcohol consumption of 50-80 g of ethanol, corresponding
to a bottle of 11°-13" wine, for two consecutive weeks, with normalization after two weeks of abstinence (¢, of
CDT is 15 days). Compared with other more common alcohol abuse markers, such as GGT or MCV, CDT is more
specific and provides more detailed information.

RIAsSSUNTO

1 tests di laboratorio possono essere utili nel ricercare i forti bevitori, nell’'individuare il ruolo dell’alcol come agente
eziologico della malattia, nel follow-up e nel monitoraggio di cambiamenti nel consumo di alcol. Un marcatore dia-
gnostico ideale di abuso alcolico cronico dovrebbe avere: un'elevata specificita, un'elevata sensibilita, essere correlato
in modo specifico con il metabolismo dell’alcol, essere dipendente dal consumo di alcol e avere un tempo di dimezza-
mento (t,) relativamente breve in modo da poter monitorare l'astinenza. La CDT o Carbohydrate-Deficient-
Transferrin, risponde a queste caratteristiche e offre al medico un rilevante apporto come marcatore di abuso cronico
di alcol. La CDT rivela un consumo di alcol di 50-80 g di etanolo al giorno, equivalenti ad una bottigla di vino a
11-13 gradi, per 2 settimane consecutive, con una normalizzazione dopo 2-4 settimane di astinenza (¢, CDT=15
giorni). Rispetto ai marcatori di abuso alcolico piir comuni, come GGT e MCV, la CDT é il marcatore piir specifico
e fornisce in abbinamento, informazioni piit complete.
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INTRODUZIONE

Le problematiche correlate al consumo di be-
vande alcoliche, si ripercuotono in ambito sociale,
medico e psicologico, coinvolgendo gran parte della
popolazione adulta della societd odierna. Il proble-
ma alcolismo si presenta di estrema rilevanza in am-
bito lavorativo sia per le ripercussioni di tipo eco-
nomico, per gli elevati costi sociali, dovuti alla ri-
dotta produttivita, all’aumento degli infortuni, al-
I'assenteismo, che per la salute e la sicurezza dei la-
voratori e dei loro compagni di lavoro (22).

Il fenomeno “abuso alcolico”, ha richiesto da
parte del laboratorio di analisi, un impegno cre-
scente nel tempo, per cercare di mettere a disposi-
zione del clinico dei bio-marcatori che gli permet-
tessero di risolvere problemi sia diagnostici che
pronostici.

Un marcatore diagnostico ideale di abuso alcoli-
co dovrebbe rispondere ad alcune caratteristiche
quali:

— essere il prodotto biochimico correlato in mo-
do specifico con la presenza o con il metabolismo
dell’alcol;

— essere dipendente dal consumo di alcol;

— essere abbastanza sensibile da permettere una
valutazione dei livelli di consumo alcolico minimi
che si associano a danni fisici e psichici;

— essere caratterizzato da una cinetica di elimi-
nazione nota, cio¢ avere un tempo di dimezzamen-
to (t1/2) relativamente breve in modo da poter mo-
nitorare I'astinenza (6).

In quest’ottica si inserisce uno dei relativamente
recenti marcatori biologici di abuso alcolico: la
CDT (carbohydrate-deficient-transferrin) o tran-
sferrina desialata, che possiede tutte queste caratte-
ristiche e 1 cui livelli sierici aumentano in caso di
consumo elevato di alcol (2, 29).

Labuso alcolico interferisce nella glicosilazione
proteica di vari tipi di glicococoniugati, il piu stu-
diato dei quali ¢ la transferrina.

ASPETTI BIOCHIMICI

La transferrina, (figura 1) glicoproteina con peso
molecolare di 79.5 kD, ¢ la principale proteina de-
putata al trasporto di ferro nell'organismo. E com-
posta da una singola catena polipeptidica di 679
amminoacidi, che si avviluppa in due compatte re-
gioni strutturali, o domini, ognuno dei quali acco-
glie in un sito specifico di legame un atomo di ferro
ferrico (Fe) (11). La transferrina & poi legata a
due catene complesse di glicani (12).

Queste strutture eterogenee e ramificate di glu-
cidi, mostrano una notevole variabilitd anche in

Glicoproteina con PM = 79,5 kD

Due siti di legame
per gli ioni Fe®

ACIDO SIALICO da O a 8 residui

Due catene di glicani
bi- tri- o tetra-ramificate

H2N I
Fe®*

- N-terminale di 336 aa
- C-terminale di 343 aa

Catena polipeptidica di 679 residui amminoacidici divisa in due domini :

COOH
Fed+

Figura 1 - Struttura della transferrina
Figure 1 - Transferrin structure
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Figura 2 - Isoforme della transferrina
Figure 2 - Transferrin isoforms

condizioni non patologiche e determinano la mi-
croeterogeneita della molecola. La natura delle ca-
tene di N-glicani, contenenti N-acetil-glucosam-
mina, Mannosio, Galattosio e Acido sialico, deter-
mina lesistenza di diverse isoforme della transfer-
rina.

In accordo con il livello di ramificazione, le due
catene di N-glicani mostrano strutture bi-, tri- e
tetra ramificate ed ogni ramificazione termina con
un residuo di acido sialico.

Nel siero sono rilevabili isoforme della transfer-
rina con legate un numero di molecole di acido sia-
lico che varia da O nella Asialo-Tf a 8 nella octasia-
lo-T*.

In condizioni non patologiche, sul totale delle
isoforme di transferrina nel siero, le forme asialo,
monosialo e octasialo non sono rilevabili, essendo
inferiori all’ 1%; la forma preponderante ¢ la tetra-
sialo-Tt (64-80%), seguita nell’'ordine dalla penta-
sialo-Tf (12-18%), dalla trisialo-Tf (4,5-9%), dalla
disialo-Tf (<2%) e dalla epto e dalla esasialo-Tf
(circa 2% complessivamente) (4) (figura 2).

Tutte le isoforme sono caratterizzate da un di-
verso punto isoelettrico (pl).

CAUSE DELAUMENTO DELLA CDT

L’abuso cronico di alcol (50-80 g di alcol al gior-
no, corrispondenti ad una bottiglia di vino da 750
mL di 11-13°) (tabella 1), porta ad un’alterazione
nella biosintesi della transferrina con riduzione del-
la glicosilazione che si traduce spesso in un elevato
valore di CDT. Il probabile meccanismo ¢ linibi-
zione delle glicotranferasi epatiche (N-acetil-glu-
cosaminil-transferasi e galattosio- e sialil-transfera-

Tabella 1 - Grado alcolico bevande
Table 1 - Alcoholic content of beverages

Bevande Volume g Alcol/giornox 15 g
che alterano la CDT

Vino 11°-13° 0.75L 50-80¢g

Birra 5° 15L 50-80 g

Super alcolici ~ 40° 0.20L 50-80 g
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si) da parte dell'acetaldeide prodotta dal cataboli-
smo dell’etanolo (21, 30). Questa alterazione si
combina con una significativa aumentata formazio-
ne delle isoforme con basse ramificazioni come 'a-
sialo, monosialo e disialo transferrina.

Per queste isoforme ¢ stato creato il termine di
CDT (carbohydrate deficient transferrin), transfer-
rina carente in carboidrati, che definisce la somma
percentuale delle tre frazioni sopracitate rispetto al-
la transferrina totale.

I1 valore patologico della CDT & raggiunto ap-
prossimativamente dopo due settimane di abuso di
alcol. Dopo astinenza, il tempo di dimezzamento (t
1/2) della CDT, & di 10-15 giorni con una norma-
lizzazione del valore dopo circa 2-4 settimane (7,
20, 29).

La CDT si presenta, quindi, come un marcatore
indipendente, a medio termine, non soggetto a va-
riazioni causate da altre alterazioni fisiologiche de-
terminate ad esempio dall’assunzione di farmaci,
diabete, obesita, epatopatie, disordini ematologici.

Rispetto ai marcatori tradizionali di abuso cronico
di alcol (GGT, MCV, ALT e AST) (tabella 2), dal
punto di vista clinico, la CDT ¢ il marcatore piu
specifico con valori intorno al 94% (26). In caso di
disordini epatici o ematologici, la sola determinazio-
ne dell'enzima gammaglutammil transferasi (GGT)
o del volume corpuscolare medio eritrocitario
(MCYV), puo portare a delle conclusioni falsamente
positive. Per questa ragione, l'alterazione di questi
test dovrebbe essere verificata con la determinazione
aggiuntiva del test CDT (3, 5, 10, 13, 14, 17, 29).

La sensibilita diagnostica della CDT dipende da
numerosi fattori come l'etd, la massa corporea, I'a-

bitudine al bere e il sesso (4). E intorno al 55% (26)

Tabella 2 - Sensibilita e specificiti dei bio-marcatori per abuso
cronico di etanolo
Table 2 - Bio-markers sensibility and specificity for alcoho-
lic chronic abuse

Test Sensibilita Specificita Emivita
GGT 34-85% 20-85% 3-4
settimane
MCV 40-90% 60-90% 3 mesi
AST 15-69% Bassa 2-3
ALT 26-58% Bassa settimane
CDT 66-80% 90-97% 2 settimane

per le donne e al 78% (26) per gli uomini. Secondo
alcuni autori intorno allo 80% (16). Un risultato
diagnostico negativo della sola CDT, per queste ra-
gioni, non pud escludere in modo sicuro un abuso
alcolico cronico, e oltre all’anamnesi devono co-
munque essere utilizzati gli altri parametri diagno-
stici di utilizzo comune.

Sono riportati in letteratura, valori occasionali di
CDT al di sopra degli intervalli di riferimento an-
che in non forti bevitori.

Epatopatie gravi come la cirrosi biliare primaria,
Iepatite virale cronica e il carcinoma epatico, le sin-
dromi CDG (Congenital Disorders of Glycosilation),
le varianti genetiche di tipo D della transferrina
possono, in alcuni casi, interferire con la CDT co-
me marcatore di abuso alcolico (8-10, 24, 25, 27,
28, 31), ma la frequenza di falsi positivi dipendenti
da queste cause ¢ circa dello 0,3%. Di contro, va-
rianti genetiche di tipo B e una anomala bassa con-
centrazione totale della transferrina possono essere
causa di risultati falsamente negativi (15, 32)

La CDT pud essere utilizzata anche nella dia-
gnosi dei disturbi congeniti della glicosilazione
(23), indicate come sindromi CDG (Congenital di-
sorder of glycosilation) dove, o per mancata sintesi di
parte delle catene di carboidrati, o per difetto di
sintesi delle catene di glicani, si riscontra un au-
mento delle isoforme carenti in carboidrati con un
notevole aumento della CDT con valori in percen-
tuale, molto piu alti rispetto a quelli osservati nei
casi di abuso alcolico.

Esistono poi le varianti genetiche della CDT,
determinate dalla sostituzione di amminoacidi nel-
la catena polipetidica. Sono state caratterizzate 38
varianti. Il tipo pitt comune ¢ la transferrina C (Ttf-
C) con una frequenza > al 95%. La Tf-B e la T{-D,
contrariamente al tipo Tf-C omozigote, possono
interferire con l'analisi della CDT. Nella popola-
zione europea queste varianti appaiono come etero-
zigoti Tf-CB e Tf-CD con una frequenza dello
0.7% e 0.2% rispettivamente (18).

APPLICAZIONI DEL DOSAGGIO DELLA CDT

11 dosaggio della CDT viene effettuato per scopi

clinici :
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— identificazione di potenziali individui a rischio
di abuso alcolico;

— monitoraggio di pazienti in terapia di riabilita-
zione da tale abuso (sia per controllare 'astinenza
che per individuare le ricadute);

— differenziazione di malattia epatica dovuta ad
assunzione o non di alcol;

— individuare pazienti ad aumentato rischio di
complicazioni post-operatorie o post-traumatiche;

— individuare le sindromi CDG.

Per scopi medico legali:

— valutazione della idoneita al rinnovo della pa-
tente di guida in seguito a sospensione per viola-
zione dell’art.186 del Codice della Strada, in asso-
ciazione ad altri markers di abuso (GGT, MCV,
ALT e AST, Bilirubina);

— rilascio di altri permessi quali il porto d’armi.

METODI DI LABORATORIO

Lentita della specificita e sensibilita della CDT
¢ strettamente legata al tipo di tecnica analitica uti-
lizzata.

Le tecniche comunemente utilizzate in laborato-
rio sono test immunologici (di recente introduzio-
ne un test basato su reazione antigene-anticorpo),
elettroforesi capillare e tecniche in HPLC.

I test immunologici, in genere, si basano sulla
iniziale separazione attraverso microcolonne a
scambio anionico sulla base del punto isoelettrico
delle diverse frazioni e sulla determinazione immu-
nochiminca delle isoforme eluite.

Due sono le problematiche di questa tecnica :

1. che la frazione CDT che viene raccolta puo
contenere quantita eluite delle isoforme “non
CDT (triasialo e tetrasialo) (1) e di conseguenza si
possono avere risultati falsamente positivi;

2. non distingue I'eventuale presenza di varianti
genetiche le quali possono dare risultati falsamente
positivi nel caso della variante genetica di tipo D, o
falsamente negativi nel caso della variante genetica
di tipo B (8, 9, 15, 24, 25, 27, 28, 31, 32).

- La tecnica in elettroforesi capillare (CE), per-
mette una separazione delle varie isoforme, poten-
do cosi distinguere sia i picchi relativi ad ogni
isoforma sia le varianti genetiche.

Con questa tecnica, pero, potrebbero verificarsi
delle interferenze alla lunghezza d’onda di lettura
di 200 nm, da parte di altre biomolecole con punto
isoelettrico simile (p.e. CRP, catene leggere, fattori
complemento) (19).

- La tecnica in cromatografia liquida ad alta ri-
soluzione (HPLC) ¢é considerata il metodo di rife-
rimento, come indicato gia nel meeting internazio-
nale per la standardizzazione dei metodi per la de-
terminazione della CDT, tenutosi a Berlino nel
2000 e nei successivi gruppi di lavoro, perché per-
mette la riproducibile separazione e identificazione
delle differenti isoforme della transferrina nonché
delle varianti genetiche e delle isoforme atipiche,
causa di incorretta determinazione della CDT con
metodi immunochimici.(8-10, 15, 24, 25, 27, 28,
31, 32) Inoltre la misurazione della CDT alla lun-
ghezza d’onda di 460nm rende il metodo sensibile
e specifico con basso rischio di interferenze (19).

ESPERIENZA IN ATTO

Seguendo le indicazioni delle Societa Scientifi-
che, e per la valenza medico-legale delle richieste
(p.e.idoneita patente di guida) il nostro Laboratorio
ha operato la scelta di determinare la CDT in
HPLC utilizzando il kit Clin Rep, CDT in siero
(Recipe) completo di precolonna, colonna a scambio
anionico e fase mobile. La preparazione del campio-
ne prevede una saturazione con soluzione ferrica e la
precipitazione delle proteine. Lanalisi viene effettua-
ta con HPLC (Schimadzu) dotato di un detector
UV/VIS e la lettura viene fatta a 460 nm.

La quantificazione delle isoforme della transfer-
rina (WCDT) si basa sul calcolo del rapporto per-
centuale della somma dell’area dei picchi (asialo-
Tf+ disialo-TT), sul totale delle isoforme. La mole-
cola target per la standardizzazione della CD'T, se-
condo le ultime indicazioni delle Societa Scientifi-

Tabella 3 - Controllo di qualita interno
Table 3 - Internal quality control

Controllo basso Controllo alto

Media 1,63% 3,54%
Ds 0,16 0,22
CV% 9,67% 6,3%
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Media = 1.2%
Mediana = 1%
Ds = 0.5

HeAgZMHNZ > Z
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Figura 3 - Distribuzione dei valori di CDT di 110 soggetti con abuso di alcol
Figure 3 - Distribution of CDT values in 110 alcoholic subjects

che (19) & comunque la disialo transferrina, princi- 20 campioni di non bevitori. Il valore di cutoff cal-
pale isoforma. colato ¢ risultato essere del 2%.
I1 valore decisionale per discriminare gli abusa- I centodieci pazienti analizzati, provenienti dal-
tori dai non abusatori, ¢ stato ricavato analizzando  la Commissione Patenti di guida in seguito a so-
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Figura 6 - Variante genetica di tipo D
Figure 6 - Genetic variation of D type

spensione per violazione dell’art.186 del Codice
della Strada, presentano valori di CDT% che van-
no da 0.7% a 3.4% con una media di 1.2%, una
mediana dell’1.1%, una deviazione standard (Ds)
di 0.5. La percentuale dei positivi ¢ dell’8.2% (fi-

gura 3).

I controlli utilizzati nelle serie analitiche, confor-
mi ai dettami del WG per la standardizzazione
della CDT, hanno dimostrato di avere un CV% in-
ter-assay in linea con le indicazioni delle Societa
Scientifiche (19) (tabella 3).

Esempi di cromatogrammi in HPLC figura 4-7.
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Figura 7 - Sindrome CDG
Figura 7 - CDG Syndrome
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