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Deter minazione con un sistema automatizzato

e significato clinico-diagnostico dell’ alfafetoproteina (AFP)
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Premessa. Nel campo della diagnostica oncologica di laboratorio, parallelamente alla individuazione
di nuovi indicatori tumorali, sono state messe a punto negli ultimi anni metodiche sempre pit sensibili
e specifiche alternative ai dosaggi radioimmunologici. In questa otticasi € studiatala validitaclinicae
metodologica di un nuovo sistema, completamente automatizzato (SistemaArchitect dellaAbbott) per
lamisuradi uno dei piu noti indicatori di neoplasia: I’ alfafetoproteina (AFP).

Metodi. Per la determinazione dell’ AFP sul sistema Architect sono stati analizzati 702 campioni di
sangue prelevati da donne in gravidanza, 365 liquidi amniotici prelevati da donne sottoposte ad am-
niocentesi, 100 campioni di sangue prelevati da soggetti con patologie epatiche ed infine 50 soprana-
tanti preparati datessuti neoplastici umani ottenuti in sala operatoria. Su tali campioni biologici I' AFP
era stata gia precedentemente determinata con kits commerciali radioimmunologici o aternativi.
Risultati. | dati ottenuti, per quanto riguarda la sensibilita, la riproducibilita e I’ affidabilita di questo
sistema, sono stati molto soddisfacenti. Per quanto, invece, concerne la convalida clinica non solo
stata confermata I’ utilita della determinazione dell’ AFP per la diagnosi delle patologie neoplastiche
epatiche attraverso determinazioni su sieri e su sopranatanti dei tessuti ma sono stati riportati anche
numerosi dati sul significato dell’ AFP in gravidanza su siero e su liquido amniotico. Quest’ultimo é
risultato un ottimo indicatore per il monitoraggio della gravidanza.

Conclusioni. Sulla base dei dati ottenuti & possibile affermare che I' utilizzo del sistema completa-
mente automatizzato dell’ Abbott per la determinazione dell’ AFP permette di ottenere risultati validi
daun punto di vista tecnico e perfettamente corrispondenti alle attese cliniche. Inoltre, questo sistema
non solo pud essere utilizzato con liquidi biologici come siero e liquido amniotico maanche con altri
tipi di materiali biologici quale il sopranatante dei tessuti provenienti da soggetti con patologie beni-

gneemaligne.

Introduzione

Attualmente il cancro rappresenta la seconda princi-
pae causa di decesso dopo le malattie cardiovasco-
lari ed inoltre, poiché lavita media della popolazione
va aumentando in tutto il mondo, per acuni tumori,
quali quelli della prostata nell’uomo e della mam-
mella nella donna, si prevede nel prossimo futuro un
incremento di tali neoplasie. Pertanto, in questi ulti-
mi anni, |’ attenzione di molti studios € stata rivolta
alaricercadi una strategia adeguata capace di ridur-
re almeno |’ alta mortalita delle mal attie neoplastiche.
In questa strategia hanno assunto un ruolo fonda-
mentale i tentativi di individuare nuovi indicatori
biochimici che permettano di: 1) evidenziare il piu
precocemente possibile la presenza di un tumore e 2)
indicare I’ evoluzione della malattia neoplastica e
possibilmente in corso di terapia monitorare I’ effica-
cia del trattamento. Allo stato attuale si conoscono
numerosi indicatori biochimici indicati piu comune-
mente “marcatori heoplastici” ma purtroppo nessuno
di questi risponde ale esigenze fondamentali su ac-
cennate. Infatti i maggiori problemi attuali relativa

mente all’ utilita diagnostica del marcatore tumorale
sono dovuti a fatto che non si conoscono ancora
marcatori specifici per ciascun tumore ed inoltre per
la mancanza di una differenza chiaramente definita
tra tessuto normale e tessuto neoplastico spesso un
indicatore biochimico utilizzabile nella diagnostica
di acune neoplasie pud essere presente in circolo an-
che in situazioni di patologie benigne (1, 2). Inoltre
in questi ultimi anni sono stati messi a punto per la
determinazione dei vari indicatori di neoplasie nuo-
ve metodiche, alternative ai dosaggi radioimmunolo-
gici, altamente sensibili e specifiche.

Nel presente lavoro si € studiata la validitaclinicae
metodologica di un nuovo sistema completamente
automatizzato (Sistema Architect della Abbott
Roma, Italia) per la determinazione di uno dei vari
indicatori di neoplasie previsti dall’ apparecchio ed i
risultati ottenuti vengono qui discussi.

Caratteristiche dei marcatori tumorali

| marcatori tumorali sono sostanze o prodotte dalle
cellule neoplastiche o dalla cellula ospite in risposta
al tumore o prodotte normamente dalle cellule nor-
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mali che, in seguito ala trasformazione neoplastica,
sono quantitativamente e a volte anche qualitativa-
mente differenti. | marcatori tumorali sono di varia
natura chimica, localizzati a livello dei diversi com-
ponenti cellulari e secreti dalle cellule nel torrente cir-
colatorio dove piu frequentemente vengono dosati.
Tuttavia, i marcatori tumorali oltre che nei liquidi bio-
logici (siero, urine, liquidi bronchiali, liquidi amnioti-
Ci, ) possono essere anche dosati nel sopranatanti del
tessuti e nei mezzi di coltura di cellule trasformate
cheli producono. Il marcatore tumorale da noi studia-
to nel presente studio é stato I alfafetoproteina (AFP).
L’ alfafetoproteina (AFP) € una glicoproteina con pe-
so molecolare di circa 70 Kd ed una mobilita el ettro-
foretica compresa tra le al-globuline e I’ albumina.
L’ AFP strutturalmente e geneticamente simile al’ al-
bumina, & sintetizzata dal fegato fetale e dal sacco
vitellino (3 - 5). Nel siero fetale I' AFP raggiunge il
picco massimo tra la 13ma e la 15ma settimana di
gravidanza e poi gradualmente diminuisce. La diffu-
sione dell’ AFP attraverso la placenta consente il tra-
sferimento dell’ AFP fetale a circolo materno, dove
il valore massimo s ottiene tra la 30ma e la 35ma
settimana di gestazione (6, 7). In definitiva, I’ AFP s
ritrova nel siero materno, nel siero fetale e nel liqui-
do amniotico e la sua concentrazione in tali liquidi
dipende dall’ eta gestazionale (8). Alla nascita cessa
lasintes di AFP e la sua concentrazione rapidamen-
te si abbassa infatti da valori osservati nel feto di
100-200 mg/L s arrivaavalori che a partire dall’ ot-
tavo mese di vita neonatale si aggirano a 10-20
mg/L (9). Nell’adulto sano la concentrazione sierica
di AFP é molto bassa ma in soggetti con neoplasie
epatiche primarie (10 - 13) ed in soggetti con tumori
a carico del testicolo (14) si eleva notevolmente.
Concentrazioni  elevate di AFP s osservano nei li-
quidi amniotici di gestanti il cui feto e affetto da al-
terazioni congenite (15) e nel siero materno in caso
di morte endouterina del feto (16). Sempre nel siero
materno la concentrazione di AFP & elevata in caso
di aterazioni del tubo neurale del feto quali anence-
falia e spina bifida. Viceversa, nel siero della donna
in gestazione quando il feto é affetto da sindrome di
Down la concentrazione di AFP & piu bassa di
quella riscontrata per lo stesso periodo di gestazione
nel siero delladonna con feto normale (17 - 23).

Caratteristiche del Sstema Architect

Il Sistema Architect della Ditta Abbott € uno strumen-
to di nuova generazione completamente automatizzato
per dosaggi immunologici in chemiluminescenza.

Materiali e Metodi

Per la valutazione dell’ AFP sul Sistema Architect
sono stati analizzati 702 campioni di sangue prele-
vati da donne in gravidanza, 365 liquidi amniotici
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prelevati da donne sottoposte ad amniocentesi, 100
campioni di sangue prelevati da soggetti con patolo-
gie epatiche ed infine 50 sopranatanti preparati da
tessuti neoplastici umani ottenuti in sala operatoria.
Tutti i campioni sono stati prelevati in provette sen-
za anticoagulante, centrifugati e quindi i sieri sepa-
rati, congelati e conservati a—20°C fino a momento
del dosaggio. Per i campioni di sangue delle gestan-
ti, all’epoca ddl prelievo, veniva registrata |’ eta ge-
stazionale della donna, attraverso la biometria ultra-
sonografica e la misura del diametro biparietale.
Sono stati anche raccolti campioni di sangue di
donne che avevano avuto un aborto spontaneo o che,
sottoposte ad amniocentesi, presentavano un feto
con anomalie cromosomiche o con altri difetti di
malformazione. | campioni di sangue di soggetti con
patologie neoplastiche provenivano dai Reparti di
Chirurgia dell’ Azienda Policlinico Federico |1 e ve-
nivano raccolti prima che i pazienti fossero sottopo-
sti ad intervento chirurgico. Dopo circa un’ora dal
prelievo il sangue venoso, raccolto in un vacutainer
senza anticoagulante, veniva centrifugato ed il siero
conservato a —20°C fino a momento della determi-
nazione del marcatore. | campioni di liquido amnio-
tico sono stati ottenuti in seguito ad amniocentesi,
ecograficamente guidata, su donne a secondo trime-
stre di gravidanza. Per la preparazione dei soprana-
tanti dei tessuti patologici si € seguito il seguente
schema analitico: i tessuti tumorali, ottenuti in sala
operatoria da pazienti sottoposti ad intervento chi-
rurgico, venivano immediatamente portati in labora-
torio e congelati a —80°C. Successivamente i tessuti
venivano omogenizzati in un potter teflon/vetro con
un tampone isotonico a pH 7,4 e centrifugati per 10
minuti a 1500 g. Il sopranatante veniva ulteriormen-
te centrifugato per 30 minuti a 105000 g. Eliminato
il sedimento, il sopranatante veniva congelato a
—20°C per essere successivamente utilizzato per il
dosaggio dell’ AFP e per il dosaggio delle proteine
con lametodica di Bradford (24).

Risultati

Caratteristiche del sistema Architect per I’ alfafeto-
proteina (AFP)

La sensibilita analitica, intesa come la piu bassa
concentrazione di analita che il metodo € in grado di
rivelare, € stata calcolata sullamedia+ 2 D.S. di 40
determinazioni dello Standard zero fornito dal kit.
La sensihilita é risultata di 0,03 ng/mL. La riprodu-
cibilita del dosaggio e stata determinata su 3 pool di
sieri a bassa, media ed alta concentrazione di AFP
(L, M, H) e suun pool di liquidi amnictici ad eleva-
ta concentrazione dell’ analita. I numero di determi-
nazioni intra-serie ed inter-serie con le relative me-
die + D.S. ed i coefficienti di variazioni (C.V.),
espressi in percentuale, sono riportati in Tabella |l e
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Tabella Il rispettivamente. Dall’ analisi dei dati si os-
servache coni 3 pool di sieri il C.V. intra-serie éri-
sultato non superiore a 5,2% e quello inter-serie
non superiore a 5%. Molto buoni anchei coefficien-
ti di variazione intra ed inter-serie con il pool di li-
guido amniotico a concentrazione elevata dell’ anali-
ta (C.V. intra-serie 4,5% e C.V. inter-serie 4%)
(Tabellall).

L’ affidabilita del metodo e stata valutata mediante
test di diluizione. Per tutti e 3 i campioni di liquidi
amniotici ad elevate concentrazioni dell’analita &
stata osservata un’ottima linearita di risposta
(Tabellalll).

Convalida clinica e metodologica del Sistema
Architect per la determinazione dell’ AFP nel siero e
nel liquido amniotico di donne con gravidanze a ri-
schio

Ladeterminazione siericadell’ AFP & richiesta nelle
donne in gravidanza, a partire dal secondo trimestre,
per evidenziare precocemente i difetti del tubo neu-
rale a carico del feto. Infatti durante la gravidanza
normale, il sangue materno contiene minime quanti-

Tabella I. Riproducibilita analitica dell’ AFP eseguita su 3 sieri di
controllo

Camp. Determ. AFP ng/mL C\V. %
n. media + DS interserie
L 10 21,1 +1,1 5,2
10 74,4 +1,4 1,8
H 10 169 + 5,8 3,4
Camp. Determ. AFP ng/mL C\V. %
n. media + DS interserie
L 24 21,9+ 0,94 4,2
24 74,4 +2,9 3,8
H 24 171 + 8,7 5,0

Tabella Il. Prova di deriva con Pool A (liquido amniotico) a con-
centrazione elevata di AFP

Determ. AFP (ng/mL)
n. media + DS

C.V. % intraserie C.V. % interserie

15 9060 + 408 4,5 -
40 9215+ 376 - 4,0

Tabella lll. Risultati del test di diluizione

Camp.n. AFP ng/mL Retta regressione r
2553 23.677 1,0x — 475 0,99
2637  123.500 1,0x - 6262 0,99
2647  352.490 1,0x - 5035 0,99
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tadi AFP ed i valori aumentano progressivamente
con |’ eta gestazionale. Quando il tubo neurale del
feto non si chiude perfettamente, |I' AFP, presente nel
feto in concentrazioni molto elevate, passa nel liqui-
do amniotico e di qui nel sangue materno, dove rag-
giunge elevate concentrazioni. Inoltre, poiché in ge-
stanti con feto Down i valori di AFP sono pit bassi
di quelli riscontrati in gestanti con feto sano, la de-
terminazione di tale analita € inserita nelle indagini
biochimiche per la evidenziazione del rischio Down.
Pertanto ai fini della convalida clinica del sistema
Architect & sembrato molto interessante determinare
con tale Sistema |’ AFP su un gruppo di sieri di don-
ne sottoposte a screening per la sindrome di Down e
su un gruppo di liquidi amniotici provenienti da
donne sottoposte ad amniocentesi per eventuali gra-
vidanze arischio. Su tutti questi campioni il dosag-
gio dell’ AFP era gia stato effettuato con un kit ra-
dioimmunologico. Si € quindi determinata I’ AFP su
un gruppo di 691 sieri di donne di eta compresatrai
21 ed i 40 anni tra la 15ma e la 20ma settimana di
gestazione. Dal precedente dosaggio con Kits ra-
dioimmunologici nessuna di queste donne era risul-
tata positiva al test biochimico per la sindrome di
Down o per difetto del tubo neurale.

In Tabella IV sono riportati la media, la mediana ed
i corrispondenti valori minimi e massimi di AFP ot-
tenuti con il sistema Architect e divisi per settimana
di gestazione. Dall’analisi dei dati si osserva che i
valori medi di AFP variano a seconda delle settima-
ne di gestazione e che da un valore di 33 + 12
ng/mL in 15ma settimana si passa a valori di 71 +
20 ng/mL in 20ma settimana. Tali concentrazioni
non sono dissimili da quelle da noi osservate con
kits commerciali radioimmunologici (25). In questo
studio sono stati compresi anche 11 sieri di donne
con feti patologici (TabellaV). Dall’analisi dei dati
si osserva che 6 donne presentavano un indice di ri-
schio Down superiore a valore soglia (1/400) da noi
precedentemente definito (25) e di queste: 2 con tri-
somia del cromosoma 21, 1 con mielomeningocele
che presentava anche un indice di rischio per difetto
del tubo neurale molto elevato, 1 con traslocazione
3-22, 1 con traslocazione di Robertson ed 1 con me-

Tabella IV. Concentrazione sierica di AFP in gestanti con feto
normale

Settimana ~ Campioni AFP ng/ml

gestazione M pogiayDS Mediana  Min  Max
15 169 33+12 31 13 67
16 244 40 + 14 35 15 86
17 117 47 + 20 42 19 113
18 73 50 +16 45 16 92
19 56 57 +19 51 30 109
20 32 71 +20 70 37 112
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Tabella V. Concentrazione sierica di AFP in gestanti con feto
Down o con difetti del tubo neurale (NTD)
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Tabella IX. Determinazione del’AFP e del CEA nei sopranatanti
dei tumori epatici primari e secondari

Sett. Patologia AFP ® AFP @ Rischio Rischio Analita Tessuto Carcinomi Metastasi
gest. ng/mL Down NTD epatici (28) epatiche (22)
18 Trisomia 21 43 34 60 7800 Tumorale 155 + 30 <04
16 Anencefalia 692 417 3700 6 AFP ng/mg prot.
16 Trasl3-22 42 36 340 6900 Peritumorale 1,8 +0,9 <04
17 Trasl.Robertson 64 60 120 2700 Tumorale 1,9+0,4 240 + 70
20  Meningocele 202 185 270 17 CEA ng/mg prot.
Peritumorale 1,1 +0,3 1,4+0,3

18 Spina bifida 124 107 11000 370
16 Anencefalia 200 213 7400 6
19  Trisonomia21 155 156 300 4200
20 Meckel gruber 437 428 690 2
15 Mielomening. 138 139 9 6
18 Dandy Walzer 70 60 16000 4600

M AFP Architect

@ AFP RIA

Tabella VI. Concentrazione di AFP nei liquidi amniotici di gestan-
ti con feto normale

Settimana Campioni AFP ng/mL

gestazione n

Media + DS Mediana ~ Min Max

15 16 14.500 + 4.831 15.000 6.100 23.800
16 79 15.894 + 7.042 15.200 5.400 49.900
17 135 12.902 + 3.931 12.000 2.400 21.800
18 92 11.519+2.685 11.400 6.100 17.600
19 28 9.625+2.872 9.050 5.900 22.100
20 12 9.216 +5.465 6.800 4.200 20.300

@ AFP Architect

@AFP RIA

Tabella VII. Concentrazione di AFP nei liquidi amniotici di ge-
stanti con feti con difetto del tubo neurale (NTD)

Soggetto Settimana AFP ng/mL
gestazione  Architect RIA
1 16 331.973  352.000
2 17 94.176 123.000
3 17 58.000 49.500

Tabella VIIl. Concentrazione di AFP in soggetti con patologie
benigne e maligne

Patologie Casin. AFP ng/mL
media range
Steatosi 24 4,5 1,6 -6,6
Neoplasie epatiche 26 483 35-2.410
Neoplasie non epatiche* 50 8,7 0,9-65

* stomaco - intestino

ningocele con un indice di rischio per il difetto del
tubo neurale molto elevato. Gli altri cinque casi era-
no di soggetti con difetti del tubo neurale. Da notare
inoltre che i dati da noi ottenuti col sistema
Architect non sono molto dissimili da quelli ottenu-
ti con un Kit radioimmunologico da noi precedente-
mente utilizzato nel tri-test (25).

Quindi si e proceduto alla determinazione dell’ AFP
col sistema Architect su un gruppo di 362 campioni
di liquidi amniotici di gestanti con feto normale. In
Tabella VI sono riportati i valori di media, mediana
ed i corrispondenti valori minimi e massimi di AFP
per settimana di gestazione. Come si pud osservare
dai dati riportati in Tabella, la concentrazione di
AFP e ne liquidi amniotici di circa 500 volte piu
elevata di quella osservata nei sieri delle gestanti
(Tabella V) e va progressivamente diminuendo con
il progredire delle settimane di gestazione. Le deter-
minazioni dell’ AFP sui liquidi amniotici erano state
gia eseguite con un kit radioimmunologico. In
TabellaVII sono riportati anche i valori ottenuti con
le due metodiche (sistema Architect e metodica
RIA) su 3 liquidi amniotici di gestanti che avevano
abortito in seguito alla presenzadi feti con difetti del
tubo neurale. Tali valori, confrontati con i liquidi
amniotici della stessa settimana di gestazione
(Tabella V1) provenienti da donne con feto normale
erano da 5 a 30 volte superiori. Le concentrazioni di
AFP, pur essendo molto elevate, sono risultate molto
simili a quelle ottenute con entrambe le metodiche
(sistema Architect e RIA). Oltre che in gravidanza
I’ AFP viene determinata nei casi sospetti di neopla-
sie principalmente a carico del fegato (26) e delle
cellule germinali, e spesso e possibile osservare lievi
aumenti di tale analita nel siero di soggetti con neo-
plasie di origine gastrointestinale.

E’ stata quindi determinata I’ AFP con il sistema
Architect su 24 sieri di soggetti con steatosi epatica,
26 con neoplasie epatiche e 50 con neoplasie non
epatiche a carico del tubo gastroenterico.
Dal’analisi dei dati riportati in TabellaVIIl si osser-
va che valori elevati di AFP erano presenti solo nei
sieri dei soggetti con neoplasie epatiche, infatti la
media dei valori e risultata di 483 ng/mL con valori
compresi tra 35 e 2410 ng/mL. Viceversa, nel sog-
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getti con steatosi ed in quelli con neoplasie non epa-
tiche lamediadei vaori érisultatadi 4,5 ng/mL edi
8,7 ng/mL rispettivamente.

Pit recentemente € stato osservato che maggiori in-
formazioni sulla evoluzione della malattia neoplasti-
ca possono derivare dalla determinazione degli indi-
catori di neoplasie sui tessuti prelevati al tavolo
operatorio. Pertanto, abbiamo ritenuto interessante
preparare da 28 omogenati di tessuti tumorali e cor-
rispettivi tessuti peritumorali i sopranatanti mediante
centrifugazione a 105000 g per 60 minuti e determi-
nare su tale materiale biologico I’AFP con il
Sistema Architect ed il CEA con una metodica ra-
dioimmunologica. Dall’analisi della Tabella IX si
osserva che i livelli di AFP espressi come ng/mg di
proteine erano di circa 100 volte superiori nei tumo-
ri epatici primari rispetto a quelli trovati nei sopra-
natanti dei tessuti peritumorali mentre non erano de-
tettabili nel 22 tumori epatici secondari (metastasi
da tumori del colon). Viceversa, i valori del CEA
erano molto elevati nei tessuti metastatici e molto
bass nei tumori epatici primitivi. Tale dato di AFP
oltre a suggerire I'uso del sistema Architect anche
per questo particolare materiale biologico permette
di confermare quanto da noi precedentemente ipo-
tizzato (27) che la determinazione di CEA e di AFP
sul sopranatante dei tumori epatici pud essere di va
lido aiuto nella diagnosi del tipo di tumore epatico
(primario o0 metastasi).

Conclusioni

In conclusione, sulla base dei dati da noi ottenuti e
possibile affermare che I’ utilizzo del sistema com-
pletamente automatizzato dell’ Abbott (sistema
Architect) per la determinazione dell’ AFP permette
di ottenere risultati validi da un punto di vista tecni-
co e che sono in accordo con le attese cliniche.
Inoltre, non solo e utilizzabile con liquidi biologici
come siero e liquido amniotico ma anche con altri
materiali biologici quali i sopranatanti dei tessuti
provenienti da soggetti con patologie sia benigne
che maligne.

Infine, viene qui confermato che la determinazione
dell’ AFP oltre che essere di ausilio in campo di dia
gnosi di laboratorio dei tumori epatici € anche un
utile indicatore biochimico in corso di gestazione dal
momento che la sua determinazione, sia su siero che
su liquido amniotico, riveste un ruolo fondamentale
nell’ambito della diagnostica prenatale al fine di
identificare le varie alterazioni congenite del feto.
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