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e beta amiloide 1-42 in pazienti affetti
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Riassunto

Premessa. La malattia di Alzheimer (AD) ¢ la piu
comune forma di demenza e la sua diagnosi clini-
ca differenziale ¢ spesso difficile nei confronti
della demenza fronto-temporale (FID). La de-
terminazione dei livelli di Tau, p-Tau e 3 amiloi-
de, ,, (BA,,,) in campioni di liquor cerebrorachi-
deo (LCR) sembra fornire un valido supporto alla
diagnosi clinica. Ci proponiamo di determinare
le concentrazioni liquorali di Tau, p-Tau e BA,,
per distinguere soggetti con sospetto clinico di
AD da pazienti con indicazione clinica di FTD
all’esordio della manifestazione neurologica.

Metodi. Sono stati inclusi nello studio 43 soggetti
con probabile AD (criteri NINCDS-ADRDA) e
39 soggetti con probabile FTD (criteri di Neary)
per un totale di 82 campioni di liquor (LCR) pre-
levati per mezzo di puntura lombare per scopi dia-
gnostici. La determinazione quantitativa di Tau,
p-Tau e BA,,, ¢ stata effettuata per mezzo di test
Elisa (Innotest, Innogenetics, Ghent,Belgium). I
dati ottenutisono statianalizzati sia singolarmen-

Summary

Tau, p-tau and beta amiloid 1-42 concentrations
in Alzheimer and frontotemporal dementia pa-
tients

Background. Alzheimer’s disease (AD) is the most com-
mon form of dementia and its clinical differentiation
from fronto-temporal dementia (FTD) is often diffi-
cult. Cerebro-spinal fluid (CSF) Tau, p-Tau and 3

te che in combinazione grafica.

Risultati. 11 confronto tra le concentrazioni di
BA,,, € p-Tauy, rilevate in pazienti affetti da AD
ed FTD ha evidenziato differenze statisticamen-
te significative (BA,,, AD: 3831169 ng/L, FID:
5101288 ng/L, p=0.05 e p-Tau AD: 92+45 ng/L,
FTD: 7046 ng/L, p=0.002). La combinazione
grafica di Tau, p-Tau,, e BA,,, ha confermato
Pipotesi clinica di AD in 34/43 casi (sensibilita:
79%, specificita: 69%). La clinica di FTD ¢ stata
confermata in 19/39 casi (sensibilita: 49%, speci-
ficita: 88%). Il confronto dei rapporti A,/ Tau
e BA, ,,/pTau fra soggetti con indicazione clinica
di AD e FTD ha mostrato una differenza statisti-
camente significativa (rispettivamente p=0.002 e
p<0.0001).

Conclusioni. 1 risultati ottenuti suggeriscono che
la concentrazione liquorale di p-Tau e BA, ,, ed il
loro rapporto possa fornire un aiuto al clinico per
confermare un sospetto clinico di AD o per esclu-
dere AD da una sospetta FTD in pazienti all’esoz-
dio di malattia.

amyloid, ,, (BA, ,,) concentrations seem to be a valid
support in clinical diagnosis. Our goal is to analyse the
CSF Tau, p-Tau e BA, ,, concentrations and their ratio
to identify early-onset AD from subjects with FTD.

Methods. 82 CSE samples collected with lumbar punc-
ture: 43 from subjects with probable AD (NINCDS-
ADRA criteria) and 39 from subjects with probable
FTD (Neaty criteria). Tau, p-Tau and BA, , concen-
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trations have been tested with ELISA test (Innotest,
Innogenetics, Ghent, Belgium).

Results. Only BA, ,, and p-Tau concentrations have
shown statistically significant differences between AD
and FTD subjects (BA, ,, AD: 383%£169 ng/L, FID:
5104288 ng/L, p=0.05 and p-Tau AD: 92+45 ng/L,
FTD: 70146 ng/L, p=0.002). The graphic combina-
tion of Tau, p-Tau e BA, , has confirmed the clinical
suspect of AD in 34/43 samples (sensitivity: 79%, spe-
cificity: 69%). FTD clinical suspect has been confir-
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med in 19/39 samples (sensitivity: 49%, specificity:
88%). Our data indicate the ratio BA,,,/Tau and
BA, ,,/pTau as clinically significant to discriminate AD
from FTD (p=0.002 and p<0.0001 respectively).
Conclusions. CSF p-Tau e BA, ,, concentrations and their
ratio, although tested on a small number of samples,
seems to be a further support to assist clinician in con-
firming a suspected AD or to exclude AD in a case of
clinical suspect of FTD.

Key-words: Alzheimet, Tau, p-Tau, and [ amiloid.

Introduzione

La demenza ¢ una sindrome clinica caratterizzata dalla
perdita di piu funzioni cognitive, oltre alla memortia, di
entita tale da interferire con le usuali attivita sociali e
lavorative del paziente. Oltre ai sintomi cognitivi sono
presenti sintomi non cognitivi che riguardano la sfera
della personalita, dell’affettivita, della percezione, le fun-
zioni vegetative ed il comportamento. L.a malattia di
Alzheimer (AD) ¢ la causa piu frequente di demenza
(50-70% dei casi) a cui seguono altre patologie neuro-
degenerative, quali la demenza da corpi di Lewy (DLB)
e la demenza frontotemporale (FTD) (10-30% dei casi).
Le attuali conoscenze epidemiologiche e biologiche
suggeriscono che le demenze in generale, ed AD in
particolare, siano delle patologie con una lunga fase
preclinica, nella quale vari interventi, volti a prevenire
lo sviluppo della malattia, sono possibili'. Nella pato-
genesi del’AD assumono notevole importanza le pro-
teine liquorali beta amiloide, Tau e pTau, forma iper-
fosforilata di Tau. La beta amiloide ¢ presente nel cet-
vello di soggetti con sintomi clinici di malattia in for-
ma di placche diffuse, ma anche in forma di aggregati
densi circondati da reazione neuritica e nelle placche
senili.

Appare indispensabile sapere se il livello di beta ami-
loide presente nel liquor cotreli con diagnosi /o pro-
gressione clinica di AD. Una simile osservazione vale
anche per Tau: ¢ stato, infatti, osservato che abnormi
accumuli di Tau sono la seconda alterazione neuropa-
tologia specifica di AD e che nella sua forma iperfo-
sforilata, pTau, ¢ responsabile della formazione di gro-
vigli neurofibrillari (NFT)>.

L’intento del nostro studio ¢ quello di verificare 'uti-
lita della determinazione delle concentrazioni liquorali
di Tau, pTau e beta amiloide per poter distinguere sog-
getti con sospetto clinico di AD da quelli con sospetto
clinico di FTD all’esordio della manifestazione neuro-
logica.

| markers proteici

Tau: E’ una proteina associata ai microtubuli, loca-
lizzata negli assoni, presente in 6 isoforme di 352-441
aa con peso molecolare 50-65 kDA. Dotata di oltre
30 siti di fosforilazione si associa alla tubulina dei mi-

crotubuli facilitandone la formazione ed aumentando-
ne la stabilita’. I livelli di Tau sembrano riflettere il dan-
no neuronale ed il processo degenerativo: ¢ presente
ad elevate concentrazioni nella fase iniziale di fenomeni
acuti (infarto cerebrale), in soggetti affetti da AD?, da
demenza vascolare (VaD), da DLB e da FTD?. In que-
st'ultimo caso, tuttavia, i livelli liquorali di Tau sono
soggetti a notevole variabilita®, probabilmente attribu-
ibile al fatto che FTD comprende almeno due diffe-
renti sottotipi neurologici: con patologia Tau (sindro-
me di Pick e FTD famigliare con deposizione di Tau)
e senza patologia Tau. Nella forma fosforilata (p-Tau)
Tau si organizza in strutture fibrillari a struttura elicoi-
dale di 10 nm di diametro contribuendo in questo sta-
to alla costituzione di NFT. Presente a titoli elevati in
soggetti affetti da AD, p-Tau non subisce invece varia-
zioni nel corso del normale processo di invecchiamen-
to. In FTD la concentrazione di p-Tau appare debol-
mente aumentata o comparabile a quella di soggetti
sani’. La fosforilazione puo avvenire in differenti siti e
sembra cotrelare con la formazione di NFT® 1) Tau
fosforilata in Thr231, stadio antecedente la formazio-
ne di NFT, 2) Tau fosforilata in Thr181, presenza di
NFT allinterno dei neuroni, 3) Tau fosforilata in Ser199,
presenza di NFT all’esterno dei neuroni. I 3 determi-
nanti antigenici appaiono egualmente performanti nel
discriminare AD sia dai controlli normali che da altri
disordini neurologici: recenti studi suggeriscono, tutta-
via, una migliore differenziazione fra AD ed FTD uti-
lizzando p-Tau,,, e fra AD e DLB utilizzando p-Tau,,’.

B amiloide, ,,: E’ un’isoforma di 42aa, risultato
dello splicing alternativo del precursore APP (amyloid
precursor protein). E’ la principale costituente delle plac-
che nervose e la sua concentrazione liquorale subisce
una significativa diminuzione nel caso di pazienti affetti
da AD se confrontati con controlli sani'’. Riduzioni
nella concentrazione di BA, ,,, sebbene meno evidenti,
sono state osservate anche nel caso di FTD ma anche
di DLB, VaD e nella sindrome di Creutzfeld-Jacob.

La combinazione delle concentrazioni liquorali di Tau
e BA, ,, permette di discriminare AD dai controlli sani
con una sensibilita del’81-94% ed una specificita del
79-95% ed AD da DLB, VaD ed FTD con una speci-
ficita rispettivamente del 67%, 48% ed 85%*"".
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Figura 1. Esempio di combinazione grafica dei parametri Tau, p-Tau e BA

L4 0 un paziente con sospetto clinico di AD,

Iinterpretazione grafica conferma il sospetto clinico. I.’area bianca posta sotto I'area dei valori normali ¢ suggestiva per demenze

non AD.

Materiali e metodi

82 campioni di LCR prelevati per mezzo di puntura
lombare: 43 campioni prelevati da soggetti (eta 6910,
M: 17, F:26) con probabile AD (criteri NINCDS-
ADRDA) e 39 da soggetti (eta 68+7, M: 28, F: 11)
con probabile FTD (criteri di Neary). Da ogni cam-
pione centrifugato (10 minuti 4000 g a 4°C) sono state
ottenute 3 aliquote di almeno 400 Wl in tubi di polipro-
pilene conservate fino all’esecuzione dei test a -80°C'".
Una prima aliquota ¢ stata utilizzata per il dosaggio
della A, ,, una seconda per la determinazione di Tau
e p-Tau, ed una terza archiviata a -80°C per even-
tuale ripetizione dei test. Sono stati esclusi dall’analisi
campioni fortemente emolizzati. La determinazione
quantitativa di Tau, p-Tau, e BA, ,, € stata effettuata
per mezzo di test Elisa (Innotest, Innogenetics, Ghent,
Belgium). L'utilizzo del parametro IATT INNOTEST
amyloid-tau index) definito come BA,,,/(240 +
1.18xhTau), rappresentativo della concentrazione di
BA, ,,ed hTau, ha consentito di combinare graficamen-
te le concentrazioni di Tau e BA, ,, con la concentra-
zione di p-Tau,g, (Fig. 1): 'analisi grafica permette di
differenziare i campioni in: suggestivi per AD, normali
ed indicativi per demenza non AD (area bianca sotto-
stante I’area dei valori normali). L’analisi statistica dei
dati ¢ stata effettuata per mezzo di t-test a varianza
dissimile e test Mann-Witney U.

Risultati

Il confronto della concentrazione di BA, , e p-Tau,,
fra pazienti affetti da AD ed FTD ha evidenziato dif-
ferenze statisticamente significative (BA,,, AD:
3831169 ng/L, FTD: 510£288 ng/L, p=0.05 e p-

Tau AD: 92£45 ng/L, FTD: 70£46 ng/L, p=0.002),
la concentrazione di Tau, invece, non ha mostrato una
differenza significativa (AD: 5801661 ng/L, FTD:
450£533 ng/L, p=0.35). L’interpretazione grafica delle
concentrazioni di Tau, p-Tau,,, € BA, ,, ha confermato
la diagnosi clinica di AD in 34/43 casi (sensibilita: 79%,
specificita: 69%), il sospetto clinico di FTD ¢ stato in-
vece confermato dall’interpretazione grafica (demen-
za non AD) solo nel 50% dei casi (19/39) (sensibilita:
49%, specificita: 88%). In 9 casi (23%) con sospetto
clinico di FTD linterpretazione grafica delle concen-
trazioni di Tau, p-Tau,, e BA, ,, ha suggerito un valore
di normalita. 1l confronto dei rapporti BA, ,,/Tau e
BA, ,/p-Tauy, fra soggetti con indicazione clinica di
AD ed FTD ha mostrato una differenza statisticamen-
te significativa (rispettivamente p=0.002 e p<0.0001).
In particolare, nel caso del rapporto BA, ,/p-Tau,,
P'uso di un cut-off di 7 (Tab. I) permette di ottenere
una sensibilita del 62% ed una specificita dell’84% (PPV:
77.4%, PPN: 70.6%) nel confermare un sospetto clini-
co di FTD.

Discussione

1 risultati ottenuti suggeriscono la determinazione di
p-Tau,,, come il migliore biomarker, fra Tau BA, , e
p-Tau,,, in grado di distinguere AD da FTD' La dif-
ferenza di concentrazione di BA, ,, fra soggetti affetti
da AD ed FTD, sebbene significativa, non permette
una distinzione ottimale fra le due patologie. La con-
centrazione liquorale di BA, ,, infatti, diminuisce in
soggetti affetti da AD'™" per un processo di tesauriz-
zazione della 3 amiloide nelle placche cerebrali', ma si
riduce, anche se in maniera meno evidente, anche in
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Tabella I. Rapporto BA , /p-Tau,, ricerca di un cut-off ottimale per poter confermare un sospetto clinico di FTD.
Conferma FTD
analisi rapporto BA ,, / p-Tau,
C.O. (maggiore di) Sens. % Spec. % C.O. (maggiore di) Sens. Spec.

0.76 100 0 7.96 53.85 83.72
1.53 97.44 9.30 7.98 53.85 86.05
2.02 89.74 13.95 8.14 51.28 86.05
2.46 79.49 20.93 8.25 51.28 88.37
3.43 69.23 30.23 9.37 46.15 88.37
3.52 66.67 34.88 9.62 41.03 90.70
4.33 66.67 55.81 10.31 41.03 93.02
4.37 64.10 55.81 10.68 38.46 95.35
6.22 64.10 79.07 13.8 25.64 95.35
6.99 61.54 83.72 14.6 20.50 100

soggetti affetti da FTD'>'°. I differenti sottotipi neu- Bibliografia

rologici di FTD (con o senza deposizione di Tau) pos-
sono spiegare I'interpretazione grafica normale in pre-
senza di un sospetto clinico di FTD: in funzione della
concentrazione di Tau il rapporto IATI tende a spo-
starsi verso I'area di normalita (deposizione di Tau) o
verso l'area indicativa per demenze non AD (senza
deposizione di Tau). La dispersione dei singoli dati ed
ivalori di sensibilita e specificita ottenuti dall’interpre-
tazione grafica delle concentrazioni di Tau, p-Tau,, ¢
BA, ,, confermano quanto gia osservato da Andrea-
sen'”: I'utilizzo di quest test come ultetiotre aiuto al cli-
nico per confermare od escludere un sospetto clinico
di AD all’esordio della manifestazione neurologica, ma
non per formulare diagnosi di malattia. L’utilizzo del
rapporto BA, ,,/p-Tau,,, permette di migliorare la sen-
sibilita della metodica (49% vs 62%) mantenendo inal-
terata la specificita (88% vs 84%) e confermare un so-
spetto clinico di FTD all’esordio della manifestazione
neurologica con maggior efficacia rispetto alla combi-
nazione grafica di Tau, p-Tau,y, ¢ BA, . Tuttavia, i va-
lori di sensibilita e specificita del rapporto BA, ,/p-
Tau,,, ottenuti sono inferiori rispetto ai valori osservati
da Hansson' nel confermare un sospetto clinico di
AD all’esordio (sensibilita 95%, specificita 87%). Que-
sto dato potrebbe dipendere dal fatto che nel nostro
studio 1 soggetti affetti da AD sono stati confrontati
con un gruppo di pazienti affetti da un solo tipo di
demenza non AD.

Conclusioni

I risultati ottenuti suggeriscono che la concentrazio-
ne liquorale di p-Tau, BA,,, ed il loro rapporto, se
associati alla diagnostica per immagine e all’esame cli-
nico, possono fornire un ulteriore aiuto al neurologo
per confermare un sospetto clinico di AD o per esclu-
dere AD da una sospetta FTD in pazienti all’esordio
di malattia.
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