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RESUM | SUMMARY

Les malalties neurodegeneratives, especialment la malaltia d'Alzheimer (MA),
aixi com la malaltia cerebrovascular (MCV), son les principals causes del
deteriorament cognitiu (DC) i demeéncia. Els mecanismes vasculars son presents

en la majoria de casos de DC, i podrien implicar diferéncies en el pronostic.

Tot i que els biomarcadors in vivo de MA d’Us actual permeten un diagnostic
clinico-biologic, la seva disponibilitat és limitada, sigui per la necessitat de
realitzar técniques invasives o per costos elevats. Es crucial desenvolupar noves
técniques de facil accés per al diagnostic biologic de la MA i altres malalties
neurodegeneratives, aixi com biomarcadors que permetin una caracteritzacio
dels diferents mecanismes fisiopatoldgics i informacié prondstica per a una
medicina més precisa i personalitzada. Aixi mateix, és de gran interés avaluar la
capacitat diagnostica i/o pronostica dels nous biomarcadors en cohorts cliniques,
amb una elevada heterogeneitat en quant a caracteristiques cliniques i de

comorbiditats, que impliquen una major validesa externa.

L'objectiu d’aquesta tesi doctoral és estudiar el paper de nous biomarcadors
de la MA i de biomarcadors vasculars en fluids bioldgics en una cohort clinica
amb DC, avaluant la seva capacitat d’aportar informacio diagnodstica i pronostica
respectivament, en un context assistencial. Els objectius proposats s’han
realitzat mitjangant la generacié d’'una cohort clinica de pacients amb DC (cohort
BIODEGMAR) i la realitzacié de dos treballs publicats que constitueixen el

compendi d’articles exposat.

Pel que fa al primer treball, es realitza una comparacié de la capacitat

diagnostica d’un total de 9 assajos de proteina tau fosforilada (p-tau) en sang i
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en liquid cefal-lorraquidi (LCR) en pacients de la cohort BIODEGMAR, mitjangant
un disseny “head-to-head” i prenent com a referéncia el perfil de biomarcadors
propis de MA en el LCR. S’observa que tots els els pacients amb un perfil de
LCR indicatiu de MA tenien nivells plasmatics més alts de p-tau en sang i que
tots els biomarcadors de p-tau en plasma discriminaven els pacients amb un
perfil de LCR d'Alzheimer del grup amb perfil de LCR no Alzheimer de forma
significativa. D’entre els assajos inclosos, p-tau217 de Janssen, p-tau181 d'ADx
i p-tau217 de Lilly en sang mostraven la capacitat de discriminacié més alta per
detectar la MA definida bioldgicament. Finalment, p-tau217 de Janssen, p-tau181
d'ADx, p-tau217 de Lilly, p-tau181 de Lilly i p-tau231 de la Universitat de

Goteborg mostraven un rendiment comparable als seus homolegs en LCR.

En quant al segon treball, s’explora I'associacié de 'augment de permeabilitat
de la barrera hematoencefalica (pBHE) mesurada amb Qalb (quocient entre
albumina en LCR i sérum sanguini) i el pronodstic del DC en pacients de la cohort
BIODEGMAR, observant-se una associacio independent i significativa. Els
resultat suggereix un paper rellevant d’aquest mecanisme vascular en I'evolucio
de la sindrome de DC, tant en el continuum de la MA com en altres etiologies,
alhora que orienta a possibles dianes terapéutiques. A més, obre la porta a I'Us
d’aquest biomarcador vascular en fluid com una eina per valorar el pronodstic dels

pacients de forma més precisa.

En conjunt, els resultats d’aquesta tesi proporcionen una base solida per a la
millora del diagnostic i la prediccié del pronostic del DC mitjangant nous
biomarcadors de la MA i biomarcadors vasculars en fluids en un context

assistencial.
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SUMMARY

Neurodegenerative diseases, particularly Alzheimer's disease (AD), and
cerebrovascular disease (CVD) are the leading causes of cognitive decline (CD)
and dementia. Vascular mechanisms are present in the majority of CD cases and
may influence prognosis. Although current in vivo AD biomarkers allow for clinico-
biological diagnosis, their availability is limited due to the need for invasive
techniques or high costs. Developing accessible techniques for the biological
diagnosis of AD and other neurodegenerative diseases, as well as biomarkers
that characterize different pathophysiological mechanisms and provide
prognostic information, is crucial for more precise and personalized medicine.
Additionally, it is of great interest to evaluate the diagnostic and/or prognostic
capability of new biomarkers in clinical cohorts with high heterogeneity in clinical

characteristics and comorbidities, which implies better external validity.

This doctoral thesis aims to investigate the role of new AD and vascular
biomarkers in biological fluids in a clinical cohort with CD, evaluating their
diagnostic and prognostic potential in a healthcare setting. The proposed
objectives were accomplished through the creation of a clinical cohort of CD
patients (BIODEGMAR cohort) and the completion of two published studies

comprising the compendium of articles presented.

The first study involved a head-to-head comparison of the diagnostic
accuracy of nine phosphorylated tau (p-tau) blood and cerebrospinal fluid assays
in patients from the BIODEGMAR cohort, using the AD biomarker profile in
cerebrospinal fluid (CSF) as a reference. It was observed that all patients with an

AD-indicative CSF profile had higher plasma p-tau levels, and all plasma p-tau

5
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biomarkers significantly distinguished patients with an AD CSF profile from those
without. Among the assays, Janssen p-tau217, ADx p-tau181, and Lilly p-tau217
in blood showed the highest accuracy in detecting biologically defined AD.
Additionally, Janssen p-tau217, ADx p-tau181, Lilly p-tau217, Lilly p-tau181, and
UGot p-tau231 demonstrated performances comparable to their CSF

counterparts.

The second study explored the association between increased blood-brain
barrier (BBB) permeability, measured by Qalb (the albumin quotient between CSF
and blood), and the prognosis of CD in patients from the BIODEGMAR cohort,
revealing a significant and independent association. The findings suggest a
relevant role of this vascular mechanism in the progression of CD, both in the
continuum of AD and other etiologies, and point to a potential therapeutic target.
Moreover, it opens the door to the use of this vascular biomarker as a tool for

more precise prognostic assessment of patients.

Overall, the results of this thesis provide a solid foundation for improving the
diagnosis and prognosis of CD through new AD biomarkers and vascular

biomarkers in fluids in a healthcare setting.
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1.1 Deteriorament cognitiu

1.1.1 Definicio i epidemiologia
El deteriorament cognitiu (DC) és una sindrome caracteritzada per la

pérdua de capacitats cognitives més enlla de I'esperada per I'edat i que implica

un impacte en la capacitat funcional de 'individu.

El DC es pot classificar en diversos estadis en funcio del grau de pérdua
de capacitats i de la repercussié funcional que implica. El deteriorament cognitiu
lleu (DCL) és un estadi en el qual es pateixen simptomes indicatius de perdua
cognitiva els quals s’objectiven en una avaluacié neuropsicologica i que
impliquen canvis discrets en la capacitat funcional de I'individu. La deméncia fa
referéncia als estadis de DC en els quals l'individu requereix suport per a

activitats instrumentals i basiques de la vida diaria.

EIDC ila deméncia s6n consequéncia d’'una o diverses malalties o lesions
que afecten al cervell. Les malalties neurodegeneratives com la malaltia
d’Alzheimer (MA), la deméncia per cossos de Lewy (DCLew) o diverses
patologies que provoquen la degeneracio lobar frontotemporal (DLFT), aixi com
la MCV (MCV) en son les principals causes. Altres formes de dany cerebral com
els traumatismes, infeccions croniques (HIV, sifilis), estats carencials i/o I'abus
de substancies toxiques també poden provocar DC. Freqlientment I'etiologia del
DC és mixta, coexistint més d’una patologia cerebral en els individus que el

pateixen.

Segons un informe recent de I'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS),

actualment hi ha 55 milions de persones amb demeéncia al mén i es detecten 10
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milions de nous casos anualment. Es calcula que, degut principalment a
I'envelliment de la poblacio, la prevalenca de la deméncia arribara als 82 milions
de persones al 2030 i a 152 milions al 2050. La deméncia és la setena causa de
mortalitat i una de les principals causes de morbiditat i dependéncia en la
poblacio anciana. El 2019, el cost economic global de la demeéncia ascendia a
1.3 trilions de dolars dels Estats Units, sent aproximadament el 50% d’aquests
costos atribuibles a les cures per part de cuidadors no professionals (familiars en

la major part dels casos) (1).

ElI DC té impactes fisics, psicoldgics, socials i econdmics, no només per a
als malalts sin6 també pels seus cuidadors, les families i la societat en general,

pel que suposa un dels principals reptes sanitaris i socials actualment (1,2).

1.2Malaltia d’Alzheimer

1.2.1 Definicio, patologia i fisiopatologia

La MA és una malaltia neurodegenerativa caracteritzada pel diposit de
plaques de proteina AB-amiloide a I'espai extracel-lular i cabdells neurofibril-lars
(CNF) intraneuronals formats per proteina Tau, que s’acompanya
progressivament de pérdua sinaptica i neurodegeneracidé, provocant

consequentment un DC progressiu i irreversible.

La MA és la principal causa de deméncia, representant aproximadament
el 60-80% de tots els casos. La prevalenga de la MA experimenta un augment
significatiu amb l'edat. S'estima que la prevalenga es duplica cada cinc anys
després dels 65 anys. Aproximadament, el 5% de les persones entre els 65 i els
75 anys poden patir MA, xifra que augmenta a més del 30% en els majors de 85

anys(2).

10
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Respecte la patologia i la seva topografia, les plagques neuritiques es
troben distribuides de manera generalitzada a tot el cortex cerebral. En canvi, els
CNF s’acumulen inicialment al cortex transentorrinal, cortex entorrinal i aries
adjacents de I'hipocamp, seguidament estructures del sistema limbic i
posteriorment aries neocorticals a nivell temporal, prefrontal, parietal i occipital,
on associen neurodegeneracio i DC amb un correlat topografic entre simptomes
i les regions cerebrals afectades. S’observen a més a més filaments del neuropil,
neurites distrofiques, astrogliosi, microglia activada aixi com diposit d’ Ap-
amiloide a nivell de la paret dels vasos (angiopatia amiloidea cerebral, AAC). La
patologia mixta é€s molt frequent, particularment en individus més ancians, sent
la MCV, la patologia Lewy (a-sinucleina) i la patologia per diposit de proteina

d’unié al DNA TAR43 (TDP-43) les més frequents (3).

El procés fisiopatologic de la MA s’inicia més de 15-20 anys abans de I'inici
del DC que provoca(4). Es una malaltia complexa que implica mudltiples
mecanismes fisiopatologics que poden tenir més o menys pes en la cadena

d’esdeveniments que condueixen a la seva expressio clinica.

S’ha descrit que el paper de les proteines AB-amiloide i Tau en la MA sén
diferents. Tot i que les plaques neuritiques d’AB-amiloide sén un dels dos
elements principals de la patologia de la MA, formes oligomériques solubles
d’AB-amiloide son les que tenen més impacte toxic, provocant disfuncio i pérdua
sinaptica(3,5,6). En canvi, els CNF bloquegen el transport de nutrients i altres
substancies essencials per a la fisiologia i supervivencia cel-lular neuronal.
Durant la fase preclinica de la MA, alteracions a nivell neuronal, microglial i
astroglial provoquen un aveng insidiés de la malaltia. La preséncia de les formes

andmales de proteina AB-amiloide i Tau tenen un efecte tdoxic que activa la

11
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resposta immunitaria via la microglia, que intenta eliminar tant les proteines
toxiques com els detritus produits per la mort cel-lular. Aixi mateix, la resposta
inflamatoria cronica pot implicar una desregulacié del metabolisme energétic,
afavorint l'oxidacié i generant un entorn homeostatic desfavorable que
contribueix a la destruccio i mort cel-lular. La disfuncié del sistema glimfatic(7),
mecanismes vasculars i I'envelliment contribueixen a I'acumulacié progressiva
d’Ap-amiloide(7,8) Aixi mateix, mecanismes vasculars que seran tractats en un

posterior apartat també contribueixen al procés fisiopatologic de la MA.

Tot i els importants avengos en el coneixement de I'etiopatogénia i la
fisiopatologia de la MA durant els darrers 20-30 anys, encara s’esta lluny d’una
comprensio holistica i completa dels diversos mecanismes, el seu pes especific

i la interrelacio entre ells en el curs de la malaltia.

1.2.2 Sindrome clinica i continuum de la Malaltia d’Alzheimer

De forma resumida, la forma de presentacié més freqlent de la MA
consisteix en un DC d’inici insidids i curs lentament progressiu amb afectacié
principalment de la memodria episddica (sindrome amnésica progressiva), la qual
posteriorment evoluciona amb afectacié d’altres dominis cognitius aixi com un
augment de la dependeéncia funcional. Diverses formes de presentacié atipica
son també reconegudes (afasia progressiva logopénica; presentacid amb
afectacid de funcions visuoespacials que sol correspondre amb una atrofia
cortical posterior i presentacio amb afectacié de les funcions executives i/o
conducta o variant frontal de la MA) (3,9). La MA es conceptualitza actualment
com un continuum que inclou la fase preclinica, el DCL degut a la MA (DCL-MA),
i la demencia deguda a la MA (MAdm)(4,9—-11). La fase preclinica es caracteritza

per canvis cerebrals en relacié a la malaltia que son detectables mitjangant
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biomarcadors d’AB-amiloide i/o Tau, sense anar acompanyats de simptomes. No
tots els individus amb canvis relacionables amb MA acaben desenvolupant la
sindrome clinica(8,12,13). EI DCL-MA es caracteritza per un DCL i evidéncia de
procés fisiopatologic de MA (10) . Dins d'aquest grup, fins al 60% desenvolupa
MAdm durant els seglents tres anys després del diagnostic(14). No obstant aixo,
alguns individus amb DCL no experimenten una disminucié cognitiva addicional
o retrocedeixen a la cognicié normal(15). La MAdm es caracteritza per un DC
progressiu amb afectacioé de la memoria episodica i posteriorment altres dominis

cognitius amb un impacte consequent en 'autonomia del pacient.

1.3 Deteriorament cognitiu vascular

El deteriorament cognitiu vascular (DCV) és aquell degut principalment a
lesions o dany al parénquima cerebral per mecanismes relacionats amb la
disfuncié del sistema circulatori i que resulten en multiples manifestacions
clinico-radiologiques com l'ictus, I'aterosclerosi cerebral o la malaltia de petit vas

cerebral entre d’altres.

El DCV es considera generalment el segon subtipus més comu de
demeéncia, amb una prevalenga estimada d’entre el 15 i el 20% dels casos a
Europa i América del nord i de fins el 30% a I'Asia i paisos en vies de

desenvolupament (8,16-20).
1.3.1 Caracteristiques cliniques i criteris diagnostics del deteriorament cognitiu
vascular

La DCV mostra una gran variabilitat a nivell simptomatic. El perfil
d’evolucié temporal classic es descriu com d’inici brusc en relacié a ictus i

evolucio esglaonada en relacioé a I'apariciéo de noves lesions. Tot i aix0, també
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pot observar-se una evolucio progressiva, especialment en el DCV secundari a
MCYV subcortical. A nivell clinic, les caracteristiques dependran principalment de
la localitzacié de les lesions vasculars cerebrals. En els casos de lesions
corticals, la seva manifestacio es relacionara amb les funcions de les aries
afectades. En canvi, la MCV subcortical sol implicar principalment una afectacio
de les funcions executives. També poden observar-se simptomes motors, com

lentificacié de la marxa, problemes d’equilibri i parkinsonisme.

L'ampli espectre del DCV, que inclou diversos tipus de mecanismes i
presentacions cliniques variables, aixi com la frequent presencia de copatologia
neurodegenerativa en major o menor grau, ha dificultat que s’estableixin uns
criteris diagnostics ampliament acceptats. Els criteris proposats el 1993 pel
‘National Institute of Neurological Disorders and Stroke (NINDS) and the
International Workshop with support from the Association Internationale pour la
Recherche et I'Enseignement en Neurosciences (AIREN) que no incloien les
formes de DCL, van ser d’'us comu per finalitats de recerca tot i I'escas consens
clinic. Durant la darrera década, s’han realitzat esforgos per establir uns criteris
amb suficient consens internacional, com els proposats per la “International
Society for Vascular Behavioral and Cognitive Disorders (VASCOG)” el 2014 o
els proposats pel grup d’experts que van impulsar el “Vascular Impairment of
Cognition Classification Consensus Study (VICCCS)” el 2017 i que actualment

son d’us més frequent en la recerca en el camp del DC (21-23).

1.3.2 Subtipus de deteriorament cognitiu vascular

Seguint els criteris VICCCS, es pot clasificar el DCV en DCL vascular ‘mild
vascular cognitive impairment’ el qual fa referéncia a deteriorament en com a

minim un domini cognitiu i abséncia d’afectacid en capacitats funcionals
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instrumentals, i el DC “major” o deméncia vascular . Alhora, la deméncia vascular

es pot classificar en: (i) deméncia post ictus, que s’observa aproximadament en

un 10% dels pacients després d’un ictus, sent els infarts aterotrombodtics i els

ictus hemorragics els que associen un risc més elevat; (ii) deméncia vascular per

isquémia subcortical, la qual és secundaria a MCV de petit vas amb afectacié de

la substancia blanca i/o ganglis basals; (iii) deméncia per infart estratégic,
causades per lesions talamiques, al cap del nucli caudat, 16bul temporal medial
o0 aries associatives per a les funcions cognitives poden implicar un DC

secundari, (iv) la_ demeéencia multi infart que és secundaria a diverses lesions i

I'expressio clinica sera variable en funcié dels territoris afectats i (v) la deméncia

mixta (16,23).

1.4 Malaltia d’Alzheimer i la malaltia cerebrovascular

1.4.1 Copatologia en la sindrome del deteriorament cognitiu

Estudis anatomopatologics indiquen que la majoria de les persones amb
demeéncia presenten més d’una patologia cerebral, especialment en les formes
d’inici tarda on segons alguns estudis la copatologia es descriu en fins al 75%

dels casos (24,25).

Diversos estudis han observat que la majoria dels casos de MA presenten
canvis patologics propis d’altres malalties neurodegeneratives, especialment
cossos de Lewy formats per diposits d’a-sinucleina, aixi com MCV. Un estudi que
analitzava 447 persones ancianes amb MA, només un 3% presentava patologia
Alzheimer aillada, un 15% presentava una altra patologia neurodegenerativa no
Alzheimer unicament i fins el 82% presentava patologia Alzheimer i com a minim

una altra patologia(26). En un estudi que analitzava 184 individus que
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compleixien amb els criteris neuropatologics d'Alzheimer, el 31% presentava
patologia d'Alzheimer aillada, el 22% tenia patologia d'Alzheimer més patologia
Lewy, el 29,5% tenia patologia d'Alzheimer més patologia per diposit de TDP-43
i el 17,5% tenia patologia d'Alzheimer més patologia Lewy i TDP-43. En
cadascun d'aquests grups definits patologicament, entre un 29% i un 52% dels

individus presentaven com a minim una infart(7).

La preséncia de MCV és molt freqlient en la sindrome de DC,
especialment en la MAdm, on esta present en fins al 80% dels casos (27,28).
Alhora, s’ha descrit que tan sols el 5-10% dels pacients amb DC presenten MCV
aillada, ja que en la majoria s’observa la preséncia de MCV acompanyada de
patologia neurodegenerativa (2,24,29-31). En un estudi de cohort que inclogué
dades post mortem de 1767 participants, la frequéncia de participants amb MVC
sense un grau de patologies neurodegenratives significatives fou del 20,9%. En
aquest mateix estudi, els macroinfarts, i no la MA o altres patologies

neurodegeneratives, van ser la principal alteracié associada amb el DC (32).

1.4.2 Factors de risc de la malaltia d’Alzheimer i la malaltia cerebrovascular

Els principals factors de risc no modificables de la MA sén I'edat, factors
genetics entre els quals destaca l'al-lel APOE-¢4 i la historia familiar de
demeéncia(2). Alhora, s’ha estimat que fins el 40% dels casos de DC sén
atribuibles a factors de risc modificables(33). Els factors de risc modificables
principals sén el baix nivell educatiu, la hipoacusia, els déficits visuals, la
depressid, el consum excessiu d’alcohol, el traumatisme cranial, I'aillament
social, la pol-lucio i factors de risc vasculars (FRV) com el tabaquisme, el
sedentarisme, la HTA, la diabetis mellitus tipus 2 (DMT2) i la dislipémia(34).

D’entre aquests factors de risc, la major part s6n ho sén tant per la MA com per
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la MCV/(35), suggerint mecanismes fisiopatoldgics comuns que podrien actuar

de forma independent o bé sinérgica. L'augment de risc de deméncia associat a

la preséncia de FRV és diferent segons 'edat a la qual apareixen, amb major

impacte dels mateixos en edats medianes de la vida(36,37).

HTA : el risc de demeéncia associat a HTA en la mitjana edat oscil-la entre
1,21 2,0 depenent de I'estudi (38—40). En un assaig clinic es va demostrar
que un control estricte de la TA amb xifres objectiu de TA sistdlica
<120mmHg disminuia el risc de demeéncia en adults majors (41). Alhora,
s’ha descrit que I'Us d'antihipertensius en la vellesa pot disminuir el risc de
demeéncia(39,42) al reduir el risc de malalties de grans i petits vasos (43).
Tot i aix0, cal tenir en compte que la hipotensio en la vellesa augmenta el
risc de DC (41,42), pel que un adequat control de la TA evitant tant la HTA
com la hipotensié sembla I'estrategia més adequada per a la prevencio
del DC.

Diabetis: |la diabetis és el predictor vascular més fort de la deméncia
incident a 10 anys en la mitjana edat (44—46). Les metanalisis de
I'associacio entre la diabetis i la deméncia informen de raons de risc entre
1,431 1,62 (47-50). A més, la hemoglobina A1c glucosilada (HbA1c), s'ha
associat negativament amb el rendiment cognitiu i amb un declivi cognitiu
més rapid (51,52). La diabetis també esta associada amb un rendiment
cognitiu més deficient (53-56).

Dislipémia: s'ha observat de manera consistent que un alt nivell de
colesterol total en la mitjana edat esta associat amb la demencia de totes
les causes i especialment amb la deméncia per MA (57,58). S'ha identificat

que un LDL-c elevat és un factor de risc per a la MA(59) . Tot i que el
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colesterol podria augmentar el risc de demeéncia a través de la via
vascular, també s'acumula en les plaques de AB madures dels pacients
amb Alzheimer(60) i els nivells de colesterol al cervell correlacionen
positivament amb la gravetat de la deméncia en la MA (61). A més, dietes
riques en colesterol en conills o ratolins s'associen amb un augment de
I'acumulacié cerebral d’ AB i p-tau (62—65).

Sindrome metabodlica: la sindrome metabdlica és un conjunt de factors
de risc cardiometabdlics, incloent la HTA, la diabetis, la dislipémia i
I'obesitat visceral. Les persones amb sindrome metabolica tenen un risc
augmentat de DC(36,66,67), a més de mostrar un rendiment cognitiu pitjor
i una reduccio6 de la integritat de la matéria blanca (68).

Sedentarisme: la inactivitat fisica s'ha associat amb un augment del 40%
(1C95% 20-70%) del risc de demencia(33). Alhora, també esta relacionada
amb altres malalties com la diabetis, cardiopaties o els trastorns de salut
mental(69). Nivells més alts d'activitat fisica també s'han associat amb un
millor rendiment cognitiu a la mitjana edat(70,71). A més, assaigs clinics
controlats aleatoritzats han donat suport a la relacié causal entre I'activitat

fisica i el rendiment cognitiu en edats avangades(72).

Mecanismes vasculars en la malaltia d’Alzheimer

Durant els darrers anys s’ha aprofundit en el coneixement dels

mecanismes fisiopatologics vasculars en el continuum de la MA. S’han descrit

alteracions morfoldgiques de I'arbre vascular (aterosclerosi intra i extracranial,

reduccio de capil-lars, AAC entre altres); disfuncioé cerebrovascular, augment de

la resisténcia dels vasos de gran calibre, estat pro coagulant, aixi com disfuncio

i dany de la barrera hematoencefalica (BHE) (26).
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A nivell intracranial, s’ha descrit un augment d’aterosclerosi del poligon de
Willis i artéries leptomeningies en la MA respecte controls, correlacié de la
severitat d’aterosclerosi amb el grau de patologia Alzheimer, aixi com augment
de risc de DC i MA per aterosclerosi de petit i de gran vas(73—76). A nivell
extracranial, I'aterosclerosi carotidia s’associa a diposit de CNF i augmenta el
risc de deméncia per MA(76,77). S’ha hipotetitzat que la Ap-amiloide promou la
formacio de més plaques aterosclerotiques aixi com la seva ruptura induint una
reaccio inflamatoria sostinguda, la qual alhora conduiria a una hipoperfusio i
hipoxia que al seu torn promouen un augment de produccié de AB-amiloide i de

plaques d’aterosclerosi (78—81).

Pel que fa a 'AAC, és present entre el 82- 95% dels pacients amb
MA(81,82). S’hipotetitza que [l'eliminacié insuficient d’Ap-amiloide acaba
provocant el diposit a la paret vascular, afeblint-la i reduint el flux cerebral en
repOs aixi com la capacitat de regulaci6(16,81,83,84). Alhora, els microinfarts i

els microsagnats contribueixen al DC dels pacients.

La disfuncio vascular é€s un mecanisme primerenc en el continuum de la
MA(85,86). S’ha descrit una disminuci6 del flux cerebral en regions cerebrals
tipicament afectades per la patologia Alzheimer en estadis preclinics de la
malaltia, la qual cosa s’ha especulat podria ser deguda a efectes vasoactius de
la AB-amiloide que impedirien una adequada autoregulacié per mecanismes

encara no prou coneguts(87-89).

Factors de risc per a la MA i la MVC com l'edat i la HTA associen un
augment de la rigidesa arterial. L’alteracié de la pulsatilitat consequent pot

dificultar l'eliminacid d’Ap-amiloide via la BHE, aixi com via els espais
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perivasculars del sistema glimfatic. Alhora, el diposit d’AB-amiloide, pot
augmentar la rigidesa arterial. S’ha descrit que en estadis inicials de la MA, la
rigidesa precedeix la hipoperfusid cerebral i associa un major risc d’atrofia en
regions tipicament relacionades amb la MA de forma independent a 'amiloidosi,
amb la qual s’ha suggerit un efecte sinérgic(90). Per altra banda, s’ha descrit una
associacio entre la rigidesa de I'aorta i la incidéncia del DCL, aixi com amb dany

en substancia blanca i gris i amb el diposit d’AB-amiloide cerebral(81,91-93).

En quant a alteracions de la coagulacio, la proteina AB-amiloide interactua
amb factors de la coagulacié promovent un estat pro trombotic. Aixi mateix, AB-
amiloide42 s’uneix al fibrinogen i a la fibrina, modificant mecanismes de trombosi

i fibrinolisi(94-97).

La BHE és una estructura altament especialitzada composta per diversos
tipus de cel-lules, incloent-hi cel-lules endotelials, astrocits i pericits. Té un paper
fonamental en el manteniment de I'hnomeostasi i la salut del cervell, regulant
I'intercanvi de molécules entre el parénquima cerebral i la circulacié sanguinia.
La disfuncio i la ruptura de la BHE poden contribuir al desenvolupament i a la
progressié del DC(98). Els FRV, aixi com mecanismes relacionats amb I'APOE-

€4 poden comprometre la integritat de la BHE(99-102).
1.5Diagnostic del deteriorament cognitiu

El diagnostic del DC ha experimentat notables avencos durant els darrers
15 anys, fonamentalment gracies a I'accés cada vegada més ampli a I'is de

biomarcadors de MA que permeten avaluar la preséncia de patologia Alzheimer

in vivo. En aquest context, s’ha evolucionat des de el diagndstic clinic a un
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constructe clinico-bioldgic de la MA que inclou estadis previs a la demeéncia i que

serveix actualment de model per a altres malalties neurodegeneratives.

Tot i els notables avengos esmentats, I'Us d’aquests biomarcadors no és
encara universal, principalment degut a la necessitat d’'infraestructures adients,

al caracter relativament invasiu de la puncio lumbar aixi com als costos globals.

Aixi, el diagnostic del DC continua sent un procés eminentment clinic. El
diagnostic etiologic de certesa tansols és possible mitjangant I'estudi
anatomopatologic post mortem o bé in vivo en casos de portadors de mutacions
causals de malalties neurodegeneratives concretes amb estudi compatible. En
els casos esporadics es realitza un diagnostic etiologic amb un grau variable de

certesa.

S’estima que fins i tot seguint els protocols més adequats en unitats
especialitzades amb alta expertesa clinica, la taxa d’error del diagnostic clinic
respecte la patologia subjacent pot ser del 30%(103) En el cas de la MA, un
estudi sobre la correlacié del diagnostic clinic seguint els criteris de la NIA-AA de
1984 amb l'estudi anatomopatoldgic post mortem va reportar una sensibilitat
(Se) i especificitat (Es) d’entre el 71-88% i el 44-71% respectivament en funcio
dels diferents criteris usats (104). Aquest error del diagnostic clinic podria ser

més alt per a patologia no Alzheimer i també en poblacié no caucasica(105,106).

El sistema AT(N)(107) proposa, per a un context de recerca, un sistema
de classificacié bioldgica segons els biomarcadors de MA on A fa referéncia a
patologia Amiloide, T a patologia Tau i N a neurodegeneracio. Juntament amb
I'avaluacié neuropsicoldgica la qual situa a l'individu en el continuum clinic (CS,

DCL o deméncia en els diferent estadis), permet una caracteritzacié dels
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individus amb MA incloent la fase preclinica. Respecte I'estadi preclinic de la MA,
cal tenir en compte que I'Us dels biomarcadors en individus asimptomatics en la
practica clinica és objecte d’intens debat. Per part de la International Working
Group (IWG), es recomana realitzar el diagnostic de MA tan sols en casos amb
biomarcadors de MA positius i preséncia d'un fenotip clinic compatible,
caracteritzant individus cognitivament sans (CS) amb biomarcadors positius com
a individus amb risc (108). Per altra banda, el sistema ATN podria ajudar a
caracteritzar els individus amb DC més enlla de la patologia propia de la MA

incorporant nous biomarcadors referents a altres patologies (ATN(X))(109).

1.6 Variabilitat pronostica en el deteriorament cognitiu

Tot i que el pronostic del DC en el context de malalties neurodegeneratives
és en general desfavorable per la historia natural de les mateixes, la variabilitat
pronostica entre individus és notable. Factors com I'edat, la genética,
comorbiditats aixi com determinants ambientals impacten directament en
'evoluci6 de la malaltia. Entre els individus diagnosticats amb DCL,
aproximadament el 15% desenvolupen deméncia en un periode de dos anys, i
un ter¢ ho fa dins dels cinc anys(15,110). No obstant aixd, no tots els pacients
amb DCL segueixen aquesta trajectoria, alguns no experimenten cap declivi
cognitiu addicional o fins i tot poden revertir a un estat de cognicié normal, amb
una taxa de reversié del 26%(8). Predir quins pacients amb DCL progressaran a
demeéncia continua sent un desafiament important per a la recerca. En aquest
sentit, 'accés a biomarcadors de MA que permeten un diagnostic bioldgic (DCL-
MA), millora notablement la capacitat pronodstica (fins al 60% progressaran a

MAdm durant els primers tres anys)(14). Alhora, la variabilitat en el ritme de
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progressid entre els diferents estadis de DC en fase de deméncia és també
notable. En pacients amb MA que amb evidéncia de diposit d’amiloide (A+), les
probabilitats anuals de transicid a estadis més severs de demencia varien
significativament: un 40,8% dels individus asimptomatics progressen a DCL
degut a la MA, un 21,8% dels pacients amb DCL degut a la MA progressen a
MAdm lleu o pitjor, un 35,9% dels pacients amb deméncia lleu progressen a
demeéncia moderada o pitjor, i un 28,6% dels pacients amb deméncia moderada
progressen a demeéncia severa(111). Determinants especifics de la MA que s'han
associat amb un pitjor pronostic inclouen I'edat, un rendiment cognitiu basal més
baix, factors genétics com 'APOE-¢4, comorbiditats aixi com majors nivells de
de p-tau en LCR i plasma, t-tau en LCR i neurofil-lament de caden alleugera (NfL)

en plasma(111-120).

1.7 Biomarcadors, definicio i tipologia

Els biomarcadors sén per definicié indicadors objectius i mesurables de
processos bioldgic normals, patologics o de resposta a una exposicid o
intervencié(121). Podem classificar els biomarcadors en relacié a la seva
naturalesa (moleculars, histologics, fisiologics, radiologics) aixi com al tipus
d’'informacioé que aporten. En quant a la seva aplicacié, podem distingir-ne els

seguents(121):

e Diagnostic: son aquells que detecten o confirmen la preséncia d'una
malaltia o condicié d'interés.

¢ Predictius: indiquen la probabilitat que s’experimentin un efecte favorable
o desfavorable arran de I'exposicié a una intervencio.

¢ Pronostics: identifiquen la probabilitat d'un esdeveniment clinic, de

recurréncia de la malaltia o la seva progressio.
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Monitoritzacié: son aquells que es poden mesurar de manera seriada
per avaluar l'estat d'una malaltia o condicié per obtenir evidéncia
d'exposicid a una intervencio o per detectar-ne I'efecte.
Farmacodinamics/resposta son aquells que canvien en resposta a
I'exposicio a una intervencié farmacologica.

de seguretat: indiquen la probabilitat, preséncia o extensié d'un efecte
advers mesurat abans o després d'una exposicio a una intervencio.

de susceptibilitat o risc: indiquen el potencial de desenvolupar una

malaltia o condicid médica en un individu.

Biomarcadors de la malaltia d’Alzheimer en la practica assistencial

Els biomarcadors de MA d’us en la practica assistencial actualment son

indicadors de dipodsit de proteina AB-amiloide i de proteina Tau a nivell cerebral,

aixi com indicadors de neurodegeneracio, els quals no son especifics perd en

funcio del perfil poden ser altament suggestius de MA.

Biomarcadors de patologia Amiloide: les mesures d’AB en LCR
(isoformes ABR42, ApR40, les quals es troben a concentracions menors
respecte els controls sans i sent el rati AR 42/40 altament indicatiu
d’amiloidosi cerebral per MA), aixi com la tomografia per emissio de
positrons (PET), amb radiotracadors d’amiloide.

Biomarcadors de Taupatia en la MA: mesures de p-tau a LCR
(principalment proteina Tau fosforilada al residu 181, p-tau181).
Biomarcadors de neurodegeneracio: mesures de proteina Tau total (-
tau) en LCR, indicador inespecific de procés neurodegeneratiu,. L'estudi

de metabolisme cerebral amb PET 18F-2fluoro-deoxy-D-glucosa (PET-
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FDG) i la neuroimatge estructural amb ressonancia magnética, el resultat
de les quals pot ser suggestiu de MA com a patologia subjacent segons la

topografia de I'afectacio.

La necessitat de biomarcadors de més facil accés aixi com de
biomarcadors especifics per a altres patologies neurodegeneratives han seguit
impulsat una intensa recerca en el camp dels biomarcadors en el DC. L'Us de
nous biomarcadors, més enlla d’'una adequada caracteritzacio diagnostica a
nivell individual, pot aprofundir en [I'estadiatge bioldgic, el prondstic i
eventualment la monitoritzacié de resposta a intervencions i tractaments
modificadors, aixi com aportar informacié predictiva respecte a la resposta als

mateixos.

D’entre les novetats dels darrers anys, destaca la disponibilitat actual de
biomarcadors en sang, aixi com el desenvolupament de diferents radiotragadors
de proteina Tau que permeten, gracies a la correlacio topografica, un estadiatge
biologic in vivo de la MA, el qual pot tenir un impacte rellevant en el

desenvolupament i avaluacioé de diferents estrategies terapéutiques.

1.7.2 Nous biomarcadors en fluid en el deteriorament cognitiu

El desenvolupament de nous biomarcadors diagnostics es divideix en cinc
fases diferents. En les fases inicials (1 i 2), es realitzen estudis exploratoris, es
desenvolupen i validen clinicament. Posteriorment, en la 3a fase s’analitzen els
biomarcadors en cohorts retrospectives i longitudinals per definir criteris de
positivitat i negativitat i establir punts de tall. Les darreres fases (4 i 5) permeten

validar prospectivament els biomarcadors en el context de la practica clinica
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habitual (4) i analitzar la seva implementacié clinica i impacte en la presa de

decisions (Suarez-Calvet, M, et al; en revisid a Neurologia)(122,123).

1.7.2.1  Biomarcadors de la malaltia d’Alzheimer en sang

Recents avengos en el desenvolupament de noves técniques d’alta
sensibilitat han millorat significativament la deteccidé i quantificacio de
biomarcadors de la MA en sang. Diversos estudis han demostrat una correlacié
adequada entre les mesures de proteines propies de la MA, de biomarcadors
inespecifics de neurodegeneracio (NfL, i t-tau) o d'activacié glial (com la proteina

fibril-lar glial acida, GFAP) en comparacié amb els estandards de referéncia (124).

Tecniques d’analisi ultrasensible com la immunoprecipitacié acoblada a
I'espectrometria de masses (IP-EM) o nous metodes com el bioxip de moléecula
unica, en anglés ‘single molecule array, (SIMOA) o assajos basats en
electroquimioluminescéncia (EQL) els quals permeten la quantificacido de
proteines a concentracions femto molars, han possibilitat el desenvolupament
d’assajos de diferents proteines i la seva validacié en cohorts de recerca i
cliniques. Tot i aixi, la deteccid de proteines cerebrals a nivell sanguini comporta
algunes limitacions com la seva coexpressio a nivell periféric, la seva rapida
degradacio i aclariment plasmatic, la seva interaccié amb altres proteines o la
influéncia de les comorbiditats com la insuficiéncia renal, més enlla de factors
preanalitics (125). En aquest sentit, estudis recents han evidenciat que
'aclariment renal i altres comorbiditats influeixen en els nivells d’AB42, AR40, p-
Tau181, NfL i GFAP en sang total, sense modificar la seva capacitat de preveure

la presencia d’amiloidosi cerebral (126,127).
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Peptids d’ AB-amiloide
Actualment és possible determinar nivells d’AB en sang amb diferents
tecniques (assajos d’ELISA, SIMOA, EQL, IP-EM). Tot i aixi, les mesures d’ AR
sén més sensibles a variacions a les condicions preanalitiques i mostren menor
robustesa respecte altres biomarcadors sanguinis, aixi com una menor diferéncia
entre pacients amb MA i controls respecte les mesures en LCR (10-15% y 40-
50% respectivament)(125,128). Diferents mesures en sang de péptids Ap-
amiloide (proteina precursora d'amiloide, AB42 i AB40) mitjangant técniques d'IP-
EM van demostrar una adequada capacitat de prediccié d'un resultat d'amiloidosi
positiu 0 negatiu respecte l'estandard de referéncia (PET cerebral amiloide i
mesures d'amiloide en LCR) el 2018(129). El quocient AB42/AB40 mitjangant IP-
EM ha demostrat una millor correlaci6 amb PET cerebral amiloide que Ap42
aillat(128). Aixi mateix, el quocient AB42/AB40 va demostrar una area sota la
corba (en anglés ‘AUC’) elevada respecte a 'amiloidosi mesurada segons PET-
cerebral-amiloide i AB42/AB40 en LCR en un estudi que va agrupar 3 cohorts de
recerca (n = 465; ASC 0,84, 95% CI 0,80-0,87 i 0,85, IC 95% 0,78-0,91
respectivament), la qual millorava en incloure la variable portador d'APOE-
€4(130). Un estudi comparatiu entre 8 diferents assaigs de AB42/40 en sang
respecte a l'estat d'amiloidosi segons LCR i PET cerebral amiloide en 408
individus va indicar que les mesures mitjangant algunes técniques d'IP-EM
aconseguien AUCs superiors a les de diferents immunoassaigs(131). D'altra
banda, s'ha descrit la interaccié entre I'augment de pBHE i la correlacio entre les
mesures en sang i LCR de peptids AB-amiloide(132). Un prova que mesura la

proporcio AB42/AB40 i un péptid especific de I'apolipoproteina E en plasma, ha
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demostrat bona precisié en comparar-la amb la PET-amiloide en pacients amb

DCL o demeéncia lleu (ASC 0,88, IC del 95% 0,85-0,91)(125).

p-tau:

Els nivells de proteina p-tau en sang representen una fraccié reduida (fins
al 5%) respecte als nivells en LCR. La proteina Tau es fragmenta en diferents
posicions, originant fragments C-terminal, N-terminal i de regions mitjanes. Els
fragments C-terminal es retenen en els CNF caracteristics de la MA. En canvi,
els fragments de regions mitjanes i de la porcié N-terminal constitueixen la major
part de la fraccié soluble en LCR, predominant les formes N-terminal en
sang(133). Assaigs mitjancant IP-EM i posteriorment immunoassaigs de diferents
isoformes de p-tau en sang han demostrat una elevada capacitat de deteccié de
MA en diferents estadis de la malaltia incloent fases precliniques(134,135), aixi
com per diferenciar MA respecte d'altres malalties neurodegeneratives(136—142).
En estadis preclinics, mesures de diferents fosforilacions de p-tau en sang (p-
tau181, p-tau217, p-tau231) mostren trajectories diferents(135). Aquestes
diferencies indiquen que les mesures de formes de p-tau podrien permetre una
caracteritzacié biologica de diferents fases dins de I'estadi preclinic de la MA. Per
altra banda, s’ha observat que els nivells de p-tau231, p-tau181 i p-tau217
s’incrementen abans que s’observi dipdsit en PET-tau, per la qual cosa sén
considerats indicadors de canvis en formes de tau soluble en resposta a patologia
amiloide. Nous marcadors com NTA-tau, p-tau205 o p-tau212 augmenten meés

tard en el continuum de la malaltia indicant el diposit de tau insoluble(143-145) .

p-tau181:

S'ha descrit una correlacié positiva de mesures de p-tau181 en sang

respecte a l'augment de carrega amiloide quantificada amb PET i diferéncies
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significatives entre grups AB+ i AB- en individus CS(134). En un estudi en el qual
es comparava p-tau181 i t-tau en sang incloent individus CS, casos de DCL i
MAdm, p-tau181 va mostrar una associacié més forta respecte a PET-amiloide i
PET-Tau(136). En un ampli estudi que va agrupar 4 cohorts (n = 1131), incloent
casos de MAdm, DCL, altres malalties neurodegeneratives i CS, es va observar
un augment progressiu de p-tau181 en el continuum de la MA, aixi com de la
capacitat per diferenciar casos de MA respecte d'altres malalties
neurodegeneratives i una elevada AUC respecte a I'estandard de referéncia (ASC
0,83-0,93 respecte PET-Tau i 0,76-0,88 respecte amiloidosi segons LCR i/o PET-
amiloide)(137). En un altre ampli estudi (n=589) es van observar resultats similars
pel que fa a lI'augment progressiu de p-tau181 en sang en el continu de la MA,
prediccio d'estat Tau positiu segons PET-Tau (AUC 0,87-0,91), i una capacitat de
distincié entre MA i altres malalties neurodegeneratives similar a les de PET-Tau
i p-tau181 en LCR (AUC 0,94-0,98), deteccié de patologia MA en estudi post
mortem, i associacié amb el desenvolupament de demeéncia en els subjectes amb

DCL i CS(138).

p-tau217

En un ampli estudi (n=1402) que va agrupar tres cohorts, una d'elles amb
estudi anatomopatoldgic post mortem, p-tau217 en sang va superar la capacitat
de discriminacio entre MA respecte a altres malalties neurodegeneratives
respecte a p-tau181 (AUC 0,89 vs 0,72 en la cohort amb estudi anatomopatologic
i 0,96 vs 0,81 en la cohort clinica)(146). Un recent estudi multicohort (n=786) que
va incloure individus amb i sense DC agrupats segons la preséncia de patologia
Alzheimer, va mostrar que les mesures de p-tau217 en sang mitjangant un assaig

comercialitzat van assolir una capacitat de discriminacié per a la deteccid
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d'amiloidosi comparable a la dels biomarcadors en LCR (ASC 0,92-0,96 i 0,93-
0,97). Amés, es va observar un augment anual de les mesures de p-Tau217 en
sang en els individus amiloide positius (A+), més accentuat en els amiloide i Tau
positius (A+T+), la qual cosa suggereix la possibilitat del seu us com a marcador

evolutiu i/o de resposta a tractaments modificador de la malaltia en el futur(147).

Altres marcadors

NfL: els nivells de NfL s'incrementen en sang en una amplia varietat de malalties
i processos neuroldgics (dany cerebral agut, malalties neurodegeneratives,
inflamatories entre altres). Les mesures de NfL en sang mitjangant SIMOA
mostren robustesa i una adequada correlacié amb les mesures de NfL en LCR,
a diferencia de les mesures de t-tau, menys robustes i subjectes a factors
confusors com I'expressio periférica de la mateixa. Per aquest motiu, NfL s'utilitza
avui en dia com el oprincipal biomarcador periferic indicatiu de

neurodegeneracio(142,148,149).

GFAP: biomarcador indicatiu de resposta glial astrocitaria. Les mesures de GFAP
en LCR augmenten en diverses malalties neurodegeneratives, incloent la
MA(150-153). De forma sorprenent, les determinacions de GFAP en sang
semblen més especifiques per a MA que les mesures en LCR(154), s’ha observat
que correlacionen de forma positiva amb mesures de biomarcadors d’amiloide i

Tau en LCR i PET, incloent individus CS en risc per a la MA(155-158).

1.7.2.2 Biomarcadors de malaltia cerebrovascular en fluid

Tot i els avengos en el coneixement del rol de la MCV en el DC, a la
practica clinica no es disposa de biomarcadors en fluids bioldgics d’us habitual,
mantenint la caracteritzacié de la MCV en I'ambit de la neuroimatge. Tot i aixo,
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'is de biomarcadors vasculars en el DC poden servir per a una millor
caracteritzacié dels pacients aixi com per aprofundir en el coneixement de
mecanismes fisiopatoldgics vasculars concrets, ajudant a identificar dianes

terapéutiques aixi com un possible rol com a marcadors pronostics i/o predictius.

S’han proposat i estudiat nombrosos biomarcadors vasculars en fluids,
incloent els relacionats amb la integritat de la BHE com per exemple indicadors
de permeabilitat com el quocient d’albumines entre el LCR i el sérum (Qalb),
mesures de proteines propies de la sang en LCR com fibrinogen o plasminogen,
aixi com indicadors de dany de la unitat neurovascular com la citoquina
proinflamatodria ciclofilina A (CyPA), proteines d’'unidé estreta (en anglés ‘tight
junctions’), metal-lo proteases o marcadors de dany del pericit com el receptor
soluble del factor de creixement derivat de plaquetes B (sPDGFRp) entre altres.
Alhora, es disposa de marcadors inflamatoris i de disfuncié endotelial com la
molécula d’adhesié intercel-lular soluble (sICAM-1) i la molécula d’adhesio
cel-lular vascular soluble (sVCAM-1); indicadors de microangiogénesi com el
factor de creixement endotelial (VEGF) o el factor de creixement placentari

(PIGF) aixi com indicadors d’AAC.

AB-amiloide: 'AAC pot determinar-se mitjangcant biomarcadors d’ AB-amiloide
en LCR, on s’observa una davallada dels péptids AR42 i AB40 respecte els
controls sans i amb menors nivells dAB40 en els casos d’AAC respecte

MA(159,160).

sICAM-1, sVCAM-1: s’han descrit nivells elevats de sSICAM-1isVCAM-1 en LCR
en pacients amb AD respecte controls sans(161), aixi com en sang en MA i

DCLew respecte controls sans(162—164).
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Qalb: indicador de la pBHE a mol-lécules grans, que augmenta en relacio a la
pérdua d’integritat de la BHE observada en malalties
neurodegeneratives(99,165). Tot i que en estudis previs s’havia relacionat un
augment de Qalb amb la MA desde estadis preclinics fins a estadis avancats
(166), estudis més recents indiquen que no hi ha diferéncies significatives entre
'augment de permeabilitat mesurat per Qalb entre la MA i altres malalties
neurologiques, suggerint que la relacio entre I'increment de Qalb observat en la

MA pot ser degut a mecanismes vasculars(167-172).

sPDGFR: en el context de dany al pericit, un dels tipus cel-lulars que conformen
la unitat neurovascular de la BHE, s’observa un augment dels nivells de
sPDGFRb al LCR. Estudis en models murins indiquen que la pérdua de pericits
i d'integritat de la BHE contribueixen al DC i a la patologia Alzheimer(173). S’ha
descrit que nivells elevats de sPDGFRB al LCR s’associen amb evidencia
d’augment de pBHE a [l'hipocamp a [l'envelliment normal, el DCL i la
MAdm(99,174). Per altra banda, s’ha descrit 'associacio entre l'increment de
sPDGFRB en LCR i el declivi cognitiu, aixi com amb augment de pBHE a
estructures tipiques de la MA de forma independent a lincrement de
biomarcadors d’amiloide i Tau en estadis predemeéncia, el que suggereix un
mecanisme independent de [l'amiloidosi i la taupatia(100). En estudis
longitudinals, s’ha descrit I'associacié entre nivells de sPDGFRB en LCR i la
progressié del DC en individus amb DCL(175). De forma interessant, s’ha descrit
que els nivells de sPDGFR[ en portadors de I'haplotip APOE-¢4 correlacionen
amb Qalb i associen major risc de progressio del DC independentment dels

nivells d’AB-amiloide i Tau, indicant un possible mecanisme de dany de BHE via
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dany del pericit relacionat amb APOE-¢4 i independent de la patologia
Alzheimer(101).
1.7.3 Biomarcadors de malaltia d’Alzheimer en sang i pronostic del

deteriorament cognitiu

Uns nivells més elevats de p-tau217, p-tau181 i GFAP en plasma en pacients
amb DCL estan associats amb una posterior progressié cap a la demeéncia
d'Alzheimer(138,176—-180). La combinaci6 dels valors continus de p-tau217 (o p-
tau181) en plasma amb el rendiment en proves cognitives breus supera les
prediccions fetes per experts en demeéncia i ofereix resultats similars als models
pronostics basats en LCR quan es prediu el desenvolupament de la MAdm dins
d’'un periode de 2 a 6 anys en pacients amb DCL(176,179). Per ultim, models
pronostics basats en p-tau i NfL en sang poden predir canvis en la cognicio global
en pacients amb DCL de forma similar als models basats en biomarcadors del

LCR(176,178).
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Les malalties neurodegeneratives, especialment la MA, aixi com la MCV, s6n
les principals causes del DC i la demeéncia. Els individus amb DC acostumen a
experimentar diversos processos fisiopatologics simultaniament (diposit de
proteines de conformacié andomala, neuroinflamacié, pérdua sinaptica o
neurodegeneracié entre altres). Alhora, els mecanismes vasculars son presents
en la majoria de casos provocant MCV la qual pot constituir la causa principal o
bé contribuir al DC en el context de les malalties neurodegeneratives, en especial
de la MA amb la qual comparteix factors de risc. Un aspecte menys estudiat és
si aquests mecanismes vasculars podrien implicar diferéncies en el pronostic

individual dels pacients.

Tot i que els biomarcadors in vivo de MA d’Us actual (biomarcadors propis de
la MA en liquid cefalorraquidi —-LCR— i PET-cerebral amiloide) permeten un
diagnostic clinic-biologic de la mateixa, la seva disponibilitat és limitada, tant per

la utilitzacio de técniques invasives per la seva obtencid, com pels costos.

Es fonamental desenvolupar nous biomarcadors de facil accés per al
diagnostic biologic de la MA i altres malalties neurodegeneratives, aixi com
biomarcadors que permetin una caracteritzacido dels diferents mecanismes
fisiopatologics i informacié pronostica per a una medicina més precisa i
personalitzada. Disposar de proves diagnostiques de facil accés i amb menors
costos globals és d’especial rellevancia en el context de I'arribada de tractaments

modificadors de la MA.

Durant els darrers anys s’han desenvolupant noves técniques de laboratori
que permeten mesures de biomarcadors de MA en sang. Alhora, és possible que

biomarcadors relatius a mecanismes vasculars, puguin aportar informacié amb
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caracter pronostic. Aixi mateix, és de gran interés avaluar la capacitat diagnostica
i/lo pronostica dels biomarcadors en cohorts cliniques, amb una elevada
heterogeneitat en quant a caracteristiques cliniques i de comorbiditats, que

impliquen una major validesa externa en el context assistencial.
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L'estudi de nous biomarcadors de la MA, aixi com la determinacié de
biomarcadors vasculars en fluids biologics, proporcionara informacio
per a la millora del diagnostic i la determinacié del pronodstic de

pacients amb DC en un context assistencial.
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OBJECTIUS

3.1. Objectiu principal

Estudiar el paper de nous biomarcadors de la MA i de biomarcadors
vasculars en fluids bioldgics en una cohort clinica de DC, avaluant la seva
capacitat d’aportar informaci6é diagnodstica i prondstica respectivament, en un

context assistencial.

3.2. Objectius secundaris

1. Creaci6 d'una cohort clinica de pacients amb DC (cohort BIODEGMAR).
La cohort incloura un adequat fenotipat, banc de mostres biologiques aixi

com dades cliniques longitudinals.

2. Comparacio de la capacitat diagnostica de nous biomarcadors de MA en
sang en la poblacié de la cohort BIODEGMAR. S’avaluara la capacitat de
diagnostic biologic de la MA comparant diferents assajos de p-tau en
sang, utilitzant els biomarcadors de MA en liquid cefal-lorraquidi (LCR)

com a criteri de referencia.

3. Avaluar 'associacié entre un biomarcador vascular en fluid indicador de

pBHE, el quocient entre albimina en LCR i sang (Qalb) i el pronostic del

DC dels pacients de la cohort BIODEGMAR.
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COMPENDI DE PUBLICACIONS | COHORT BIODEGMAR

5.1Cohort BIODEGMAR

El doctorant va iniciar, durant I'any 2016, el disseny del registre DEGMAR

i de la cohort BIODEGMAR, que foren aprovades i s’iniciaren el 2017.

El registre DEGMAR, observacional i prospectiu amb dades
sociodemografiques, cliniques, neuropsicologiques i de neuroimatge, inclou
pacients visitats a la unitat de Cognicié i Conducta i de Trastorns del Moviment
de I'Hospital del Mar a Barcelona, hospital universitari de referéncia per a una
poblacié de 350.000 habitants de la ciutat de Barcelona (aria integral de salut

Barcelona Litoral Mar).

La cohort BIODEGMAR és un estudi observacional longitudinal que inclou
pacients del registre DEGMAR. Els procediments de l'estudi inclouen una
avaluaciéo clinica per part de neurdleg especialitzat, una avaluacid
neuropsicoldgica, neuroimatge mitjanant ressonancia magnética (excepte en
casos contraindicats) i obtencidé de mostres bioldgiques (mostres de LCR
excepte en casos on la puncié lumbar esta contraindicada o no és possible i
mostra de sang). El protocol inclou seguiment clinic i nova avaluacio
neuropsicoldgica anualment durant 3 anys (pot extendre’s en funcioé de I'estat
clinic del pacient). Una descripci6 més extensa sobre el protocol de I'estudi,
incloent els criteris d’inclusid i exclusid, els criteris de diagnostic clinic, els
procediments i mesures dels biomarcadors de MA en LCR i els seus punts de tall

s’inclouen a ’Annex 1.
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5.1.1 Descripcio de la cohort BIODEGMAR

Entre el 27 d’abril de 2017 i el 29 d’abril de 2024, s’han inclds un total de
611 participants, el 57.8% son dones. En un total de 584 casos (95.6%) es va
realitzar puncié lumbar per a realitzar mesures de biomarcadors propis de MA en
LCR. La majoria dels pacients participants compleixen criteris de DCL amb
puntuacio global a I'escala ‘clinical dementia rating’ (CDR)=0.5 (n=207, 34%) i
DC moderat o demeéncia lleu (CDR=1, n=157, 25.7%)(181). En quant al
diagnostic clinic, la gran majoria s’inclouen en el grup de DCL (30.8%) i MAdm
(36.3%). Les principals caracteristiques sociodemografiques i cliniques es

mostren a la taula 1.

En quant al perfil de biomarcadors de MA en LCR, els resultats mostren
que el 61.6% del total de la cohort mostra un perfil de biomarcadors compatible
amb MA. Prenent com a referéncia el punt de tall d’AB42/p-tau181 <10.25, d’us
habitual en la practica clinica al nostre centre, s’observa que el 55.7% dels casos
amb diagnostic clinic de DCL, mostren un perfil indicatiu de MA, proporcié que
augmenta en els casos amb diagnostic clinic de MAdm (89.7%). Les taules 2i 3
mostren informacié sobre les mesures de biomarcadors propis de MA en LCR,
APOE-¢4, carrega de MCV a la neuroimatge i classificacio del perfil de

biomarcadors de MA seguint el sistema ATN.
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Total cs DCS DCL MAdm DCV DFTvc DCLew AP PSPISCB | Altres
(611) (13) (36) (188) (222) (26) (20) (17) (20) (16) (53)

Sociodemografic
Edat, anys (%) 725(6.0) | 72(6.0) | 69.2(64) | 73.0(56) | 73.6(49) | 72.6(7.1) | 66.9(7.9) | 752(5.1) | 71.1(6.7) | 71.4(5.3) | 70.7 (8.0)
Sexe (Dona), n (%) 353(57.8) | 6(46.2) | 17(47.2) | 99(52.7) | 146 (65.8) 13 (50) 9 (45) 8 (47.1) 14 (70) 11(68.8) | 30 (56.6)
DM dreta, n (%) 502 (96.9) | 13(100.0) | 34 (94.4) | 181(96.3) | 217 (97.7) | 25(96.2) 19(95.0) | 17(100.0) | 18(90.0) | 16(100.0) | 52 (98.1)
Escolaritat,

83(42) | 103(47) | 106(4.0) | 85(42) | 7.8(4.30 7.5(3.7) 85(37) | 7.9(61) | 11.2(38) | 7.9(48) | 7.6(2.92)
anys mitjana (DE)
FRV
Tabaquisme, n (%) 72 (11.8) 0(0) 2(5.6) 22(11.7) | 24(10.8) 2(7.7) 5 (25) 2 (11.8) 3(15) 1(6.3) 11(20.8)
HTA, n (%) 332(54.3) | 2(15.4) | 15(41.7) | 102(54.3) | 129(58.1) | 18 (69.2) 10 (50) 8 (47.1) 9 (45) 9(56.3) | 30 (56.6)
DLP, n (%) 319(52.2) | 5(385) | 14(38.9) | 108 (57.4) | 121(54.5) | 18(69.2) 6 (30) 10 (58.8) 6 (30) 4 (25) 27 (50.9)
DM2, 1 (%) 132 (216) | 2(15.4) 2 (5.6) 44 (234) | 48(216) 12 (46.2) 4(20) 3(17.6) 2 (10) 3(188) | 12(22.6)
Cognicié global
MMSE, mitjana (DE) 215(54) | 281(15) | 27.9(19) | 238(34) | 19.1(46) | 201(57) | 283(54) | 159(85) | 17559 | 201(55) | 213(59)
GDS, mediana (Q1-Q3) | 4 (3-4) 1(1-1) 2 (2-2) 05(5-5) | 4 (4-4) 4(3.75-5) | 4.5(3-5) 5 (4-6) 4 (34) 4 (4-6) 4 (3-5)
CDR, mediana (Q1,Q3) | 1(.5-2) 0 (0-0) 0 (0-0) 3(3-3) 2 (1-2) 1(1-2) | 1.5(5-275) | 2(1.5-3) 1(.5-2) 2 (1-3) 1(.5-3)

Taula 1. Caracteristiques sociodemografiques, FRV i cognicié global dels participants en la cohort BIODEGMAR. AP: afasia progressiva;
DFTvc: deméncia frontotemporal variant conductual; DM: dominancia manual; DE: desviacié estandard; FRV: factors de risc vascular, GDS:
global deterioration scale (241);MMSE: mini-mental state exam; PSP: paralisi supranuclear progressiva: Q1: quartil 1; Q3: quartil 3; SCB:
sindrome corticobasal.
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Total Cs DCS DCL MAdm DCV DFTvc DCLew AP PSP/SCB Altres

(584) (13) (35) (183) (214) (24) (19) (16) (19) (14) (47)
Biomarcadors MA en LCR
AB42/AB40 0.052 0.088 0.079 0.053 0.046 0.058 0.093 0.064 0.054 0.063 0.081
mediana  (Q1- (0042- (0.050- (0.052- (0.042- (0.038- (0.043- (0.086- (0.52-0.73) | (0.46-0.96) (0.043- (0.048-
Q3) 0084) 0.11) 0.097) 0.088) 0.052) 0.094) 0.10) 0.95) 0.10)
p-tau181 (pg/ml) 76.5 53.8 42.9 69.5 107.2 56.4 38.1 48.15 68.9 53.20 48.5
mediana  (Q1- (45.7- (38.25- (43.3- (77.2-134.2) | (39.7-88) (28-44.4) | (30.3-67.0) (50.4- (40.1-90.4) (34.1-
Q3) 118.7) 61.2) (35.5-63.6) 112.9) 110.5) 82.4)
t-tau (pg/ml) 515 390 323 457 687 381 283 357 476 341 370
mediana  (Q1- | (332-740) (286.5- (256-479) (298-717) | (510-863.5) | (254-976.5) | (222-372) (268.8- (375-679) (279.3- (218-669)
Q3) 434.5) 506.3) 595)
APOE-¢4, n (%) | 193 (41.6) 3(25) 8 (27.6) 46 (37.1) 106 (57.9) 6 (28.6) 3(17.6) 4 (30.8) 4 (23.5) 3(25) 10 (27.8)
MCV+, n (%) 202 (40.8) 1(33.3) 3(13.6) 55 (35.3) 79 (41.4) 23 (100) 10 (55.6) 6 (42.9) 3 (20) 5(41.7) 18 (43.9)
Qalb, mg/g 4.95 5.11 4.24 5.26 4.60 7.71 5.51 5.85 4.08 4.74 5.53
mediana (Q1- | (3.73-6.72) | (3.88-7.53) | (3.23-6.71) | (3.72-6.93) | (3.71-5.97) | (5.11-9.93 | (4.26-7.41) | (4.49-8.90) | (3.36-5.95) | (3.09-5.99) | (3.89-7.16)
Q3)

Taula 2. Nivells de biomarcadors propis de la MA en LCR; APOE-¢4; carrega de MCV i pBHE en participants de la cohort BIODEGMAR amb
mostres de LCR. MCV+: leucoaraiosi >1 punt a escala Fazekas i/o lesions llacunars/gran vas/microhemorragies a la ressonancia magnetica).
Informacié sobre MCV disponible per a 495 participants. Informacioé sobre APOE-¢ disponible per a 464 participants.
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BIOMARCADORS propis de MA en LCR
Perfil MA
ATN

(AB42/p-tau181) Total

MA- MA+ A-TN- | AT-+N-+ | A+T-N- | A+T-N+ | A+T+N+-
CS, n (%) 10(76.9) | 3(23.1) | 9(69.2) 0 (0) 2(154) | 0(0) | 2(15.4) 13
DCS, n (%) 27 (77.1) | 8(22.9) | 2057.1) | 2(5.7) 7(200 | 1(29) | 5(14.3) 35
DCL, n (%) 81(44.3) | 102(55.7) | 67(36) | 5(27) | 25(13.7) | 1(0.5) | 85(46.4) | 183
MAdm, n (%) 22(10.3) | 192(89.7) | 13(6.1) | 7(3.3) | 23(10.7) | 1(0.5) | 170(79.4) | 214
DCV, n (%) 12(50) | 12(50) | 8(33.3) | 3(125) | 3(125) | 1(42) | 9 (37.5) 24
DFTvc, n (%) 17(89.5) | 2(10.5) | 14(73.7) | 4(21.1) | 1(5.3) 0 (0) 0(0) 19
DCLw, n (%) 11(68.8) | 5(31.3) | 8(50) | 2(12.5) | 3(18.8) | 1(6.3) | 2 (12.5) 16
AP, n (%) 8(42.1) | 11(57.9) | 7(36.8) 0 (0) 3(158) | 0(0) | 9(47.4) 19
PSPISCB, n (%) | 7 (50) 7(50) | 6(42.9) | 1(71) | 3(214) | 1(7.1) | 4(286) 14
Altres, n (%) 29 (61.7) | 18(38.3) | 24 (51.1) | 7(14.9) 0(0) 1(2.1) | 10(21.3) 47
TOTAL, n (%) | 224 (38.4) | 360 (61.6) | 176 (30.1) | 31(5.3) | 75(12.8) | 6(1) |296(50.7) | 584

Taula 3. Classificacio dels participant segons el perfil de biomarcadors de MA en LCR. Perfil MA+ (MA+)
= LCR AB42/p-tau181<10.25. A+=AB42/AB40<0.062; T+=p-tau181>69.9pg/ml; N+= t-tau >522pg/ml.

% respecte la n total de cada diagnostic, no sobre els grups de la classificacio.

Dades longitudinals: a data de 29 d’abril de 2024, es disposa de dades de

seguiment d’un total de 504 participants (82.5%), amb una mediana de

seguiment de 25.4 mesos (18.3-29.6), i un maxim de 67.8 mesos.
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1 | BACKGROUND

Abstract

Introduction: Direct comparisons of the main blood phosphorylated tau immunoas-
says in memory clinic populations are needed to understand possible differences.
Methods: In the BIODEGMAR study, 197 participants presenting with cognitive com-
plaints were classified into an Alzheimer’s disease (AD) or a non-AD cerebrospinal
fluid (CSF) profile group, according to their amyloid beta 42/ phosphorylated tau
(AB42/p-tau) ratio. We performed a head-to-head comparison of nine plasma and nine
CSF tau immunoassays and determined their accuracy to discriminate abnormal CSF
AB42/p-tau ratio.

Results: All studied plasma tau biomarkers were significantly higher in the AD CSF pro-
file group compared to the non-AD CSF profile group and significantly discriminated
abnormal CSF AB42/p-tau ratio. For plasma p-tau biomarkers, the higher discrimi-
nation accuracy was shown by Janssen p-tau217 (r = 0.76; area under the curve
[AUC] = 0.96), ADx p-tau181 (r = 0.73; AUC = 0.94), and Lilly p-tau217 (r = 0.73;
AUC = 0.94).

Discussion: Several plasma p-tau biomarkers can be used in a specialized memory clinic
as a stand-alone biomarker to detect biologically-defined AD.

KEYWORDS
biomarker, dementia, disease, phosphorylated tau, plasma, tau

Highlights

* Patients with an Alzheimer’s disease cerebrospinal fluid (AD CSF) profile have higher
plasma phosphorylated tau (p-tau) levels than the non-AD CSF profile group.

* All plasma p-tau biomarkers significantly discriminate patients with an AD CSF
profile from the non-AD CSF profile group.

* Janssen p-tau217, ADx p-taul81, and Lilly p-tau217 in plasma show the highest
accuracy to detect biologically defined AD.

* Janssen p-tau217, ADx p-tau181, Lilly p-tau217, Lilly p-tau181, and UGot p-tau231
in plasma show performances that are comparable to their CSF counterparts.

a higher scalability for widespread application. Due to this, the future

implementation of blood biomarkers, as either screening or diagnostic

Recent efforts have focused on developing blood biomarkers for neu-
rodegenerative diseases, which have resulted in important advances.!
We can now assert that—at least for research purposes—several
blood biomarkers accurately detect Alzheimer’s disease (AD) pathol-
ogy. Cerebrospinal fluid (CSF) biomarkers and amyloid 8 (AB) positron
emission tomography (PET) continue to be the established tests to sup-
port an in vivo diagnosis of AD,2 which should always be interpreted
in the context of a comprehensive neurological and neuropsychologi-
cal assessment. Blood biomarkers offer major advantages over both of

these tests as they are less invasive, cheaper, and have the potential of

tools, will naturally increase the diversity of the examined population,
in both demographic composition and clinical presentations.

The most promising AD blood biomarkers include the measurement
of AB species (by mass spectrometry or immunodetection methods),3~8
tau (either phosphorylated tau [p-tau] or total tau [t-tau]),’ 14 the
reactive astrogliosis marker glial fibrillary acidic protein (GFAP)!® and,
although not specific for AD, the neurodegeneration marker neurofil-
ament light chain (NfL).16 Several assays targeting p-tau in blood have
been developed, with the best success achieved by assays measuring
tau phosphorylated at threonine 181 (T181),%1017 217 (T217),1218.19
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or 231(T231).1420 Blood p-tau assays have demonstrated a high accu-
racy to discriminate asymptomatic and symptomatic AD from other
neurological diseases and healthy controls.?10:121417.18 The emer-
gence of blood p-tau assays has occurred in parallel with the discovery
of new CSF p-tau assays that quantify N-terminal tau species, thereby
improving the diagnostic performance of the more widely used CSF
assays targeting the mid-region tau and phosphorylation at T181.2% It
is important to note that commercial blood and CSF p-tau assays have
also been recently developed and, hence, a number assays targeting tau
will be soon widely available.

These promising and consistent results prompt the implementation
of p-tau biomarkers in clinical settings and in clinical trials. Nonethe-
less, a comparison of the performances of a wide range of p-tau assays
in a single study is lacking. Most available data have been published
in different research cohorts, which may differ in the characteristics
of the participants and pre-analytical and analytical procedures. In
addition, biomarker measurements in the same cohort have occurred
at different times, according to the evolution of biomarker develop-
ment, which may add further variability. Therefore, a direct comparison
of the discrimination accuracy of each of the p-tau biomarkers can-
not be inferred based on these currently available results. Moreover,
from the biochemical point of view, it remains unanswered whether a
certain p-tau epitope (T181, T217, T231), assay composition, and/or
platform has a superior accuracy. In addition, studies in patients rou-
tinely assessed at memory clinics are lacking. Many studies have been
performed in highly specialized research cohorts, and it needs to be
determined whether blood p-tau biomarkers also have a good perfor-
mance in a real-world population of a memory clinic, which has a higher
heterogeneity in patient demographics, co-morbidities, and disease
presentations.

To this end, the main aim of this study was to perform a head-to-
head and blinded comparison of plasma and CSF tau immunoassays and
determine their accuracy to discriminate between biologically defined
AD (prodromal or dementia stage) from non-AD in symptomatic
individuals in a clinical setting.

2 | METHODS
2.1 | Participants

This is a cross-sectional study that included participants of the
BIODEGMAR cohort, an observational longitudinal study that enrolls
individuals with cognitive decline and/or neurodegenerative diseases
visiting the Cognitive Decline and Movement Disorders Unit of Hos-
pital del Mar (Barcelona, Spain).2! Participants from the BIODEGMAR
cohort donated a blood sample and underwent a detailed neurological
and neuropsychological evaluation, a brain magnetic resonance imag-
ing (MRI) study, and a lumbar puncture. All participants included in
the present study had a Global Deterioration Score (GDS) >1.22 Core
AD CSF biomarkers (AB42/40, p-tau, and t-tau) were measured with
Lumipulse immunoassays (Fujirebio, Belgium). Participants were clas-
sified as AD CSF profile if the CSF AB42/p-tau ratio was <10.25.2!

THE JOURNAL OF THE ALZHEIMER'S ASSOCIATION

RESEARCH IN CONTEXT

1. Systematic review: The authors reviewed the literature
using traditional sources (e.g., PubMed). Several publi-
cations investigating blood phosphorylated tau (p-tau)
biomarkers have been published in recent years. Yet,
few studies have performed head-to-head comparisons
at memory clinics. These publications are properly cited
throughout the manuscript.

2. Interpretation: In this cross-sectional observational
study in a memory clinic population, several plasma p-tau
biomarkers, with differing epitope targets and analytical
platforms, showed very high accuracy to discriminate
patients with biologically defined Alzheimer’s disease
(AD) from non-AD. Several of these assays demonstrated
comparable performance to cerebrospinal fluid (CSF)
p-tau assays.

3. Future directions: Our findings support the utility of
plasma p-tau biomarkers as diagnostic tools in a het-
erogeneous memory clinic population. Further studies
are needed to precisely determine the role of plasma
biomarkers and their implementation for the assessment
of cognitive decline complaints in clinical settings.

A comprehensive description of the BIODEGMAR cohort, the inclu-
sion and exclusion criteria, the core AD CSF biomarkers measurements,
and cutoffs determination can be found in the Methods section in the

supporting information.

2.2 | Plasma and CSF tau biomarkers
measurements

A total of nine immunoassays measuring plasma tau (8x p-tau and
1x t-tau) and corresponding CSF counterparts were investigated
(Figure 1A). The design of p-tau Lumipulse immunoassay employed
as the core AD CSF biomarker is displayed in Figure 1B. A detailed
description of the immunoassays can be found in the Methods section
and in Table S1 in the supporting information, and their analytical pre-
cision and sensitivity for this study are described in Table S2 in the
supporting information. All plasma and CSF samples collected were
treated identically. Polypropylene tubes of 1.8 mL of plasma or CSF
collected in Barcelona were shipped to the University of Gothenburg
with dry ice. In Gothenburg, the blinded samples were aliquoted into
smaller volumes in polypropylene tubes and frozen at —80°C. Sub-
sequently, one aliquot was shipped to each of the collaborators with
dry ice (i.e.,, ADx, Janssen, Lilly), whereas two aliquots remained at
the University of Gothenburg, where the Quanterix p-tau181 and the
University of Gothenburg in-house immunoassays (p-tau181 and p-

tau231) were performed. Each participating center sent their results
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FIGURE 1 Diagram of tau depicting the antibodies and the epitopes recognized in each plasma immunoassay. Schematic diagram of the tau
isoform (2N4R) of 441 amino acids, which comprises two N-terminal domains (N) and the four microtubule-binding domains (R). The
phosphorylation sites T181, T217, and T231 are also shown. (A) The tau protein fragments recognized by the combination of antibodies of the
immunoassays tested in this study. (B) The combination of antibodies employed in Lumipulse cerebrospinal fluid (CSF) phosphorylated tau (p-tau)
assay, which was used to determine the Alzheimer’s disease (AD) CSF profile (amyloid beta (AB)42/p-tau ratio). The epitopes recognized by each
antibody are shown. 2CSF Janssen p-tau217 used PT82 as detector antibody, which targets aa119-126 (Janssen R&D, Springhouse, PA). PPlasma
Lilly t-tau assay, the capture antibody is Tau12, and detector antibody is 4G10-E2.

directly to the study coordinators at BarcelonafBeta Brain Research
Center (BBRC), who independently performed the data unblinding and
the analysis. In addition, the same immunoassays in plasma were ana-
lyzed in paired CSF samples, to deduce the concordance when using the
same antibody pairs in different matrices.

2.3 | Statistical analyses

Demographical and clinical data of the AD CSF profile group and the
non-AD CSF profile group were compared with a t-test for continuous
variables and a Pearson’s chi-square test for categorical variables. We
used a non-parametric test because most of the plasma and CSF tau
biomarkers did not meet the assumption that the underlying residu-
als are normally distributed. Comparisons between the AD CSF profile
group and non-AD CSF profile group were tested with a Mann-Whitney
U test. Plasma and CSF tau biomarkers levels are presented as medians
and interquartile ranges. The effect sizes of the comparisons (r) were
calculated by dividing the absolute (positive) standardized test statistic
Z by the square root of the total number of individuals.2® We tested the
accuracy of plasma and CSF tau biomarkers to discriminate between
AD CSF profile and non-AD CSF profile with receiver-operating char-

acteristic (ROC) analyses. We computed areas under the curve (AUCs)

and their 95% confidence intervals (Cls). The AUCs of two ROC curves
were compared using the Delong test, and we applied a false dis-
covery rate (FDR) multiple comparison correction.?* Optimal cutoffs
for each tau biomarker were calculated at the highest Youden’s index
(sensitivity + specificity — 1). We used a Spearman rank-order correla-
tion to test the correlations between biomarkers. The analyses in the
main text were performed in the whole cohort study and using CSF
Ap42/p-tau as a reference method for the biological diagnosis of AD.%?
Sensitivity analyses were performed in those patients with a syndromic
diagnosis of subjective cognitive decline (SCD), mild cognitive impair-
ment (MCI), and dementia, or only predementia stages (SCD and MCI).
Additional analyses were performed using CSF AB42/40 as a reference
method.

3 | RESULTS
3.1 | Patient characteristics

From April 27, 2017 to July 24, 2020, a total of 233 participants
were included in the BIODEGMAR cohort at the Cognitive Decline and
Movement Disorders Unit of Hospital del Mar (Barcelona, Spain). In the

present study, we excluded 13 participants with normal cognition and
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TABLE 1 Participants’ characteristics in the BIODEGMAR cohort

Non-AD CSF profile AD CSF profile

(n=70, 35.5%) (n=127, 64.5%) Total (n = 197) P-value
Age, years 70.7 (6.47) 73.2(5.28) 72.3(5.83) 0.008
Female, n (%) 34 (48.6) 75(59.1) 109 (55.3) 0.16
Education, years 8.39 (4.46) 8.29(4.23) 8.33(4.30) 0.879
APOE &4 carriers, n (%) 10 (15.9) 75 (63.6) 85 (47) <0.001
Age at symptom onset, years 67 (7.15) 69.4(5.8) 68.5 (6.40) 0.17
Symptom duration, years 3.37(2.94) 3.33(2.9) 3.35(2.91) 0.925
MMSE 25(22-28) 21(18-24) 23(19-26) <0.001
AD CSF core biomarkers (Lumipulse)
AB42/40 0.092(0.071-0.10) 0.043(0.037-0.050) 0.050 (0.040-0.078) <0.001
p-tau181 (pg/ml) 40.4 (28.3-55.8) 109.6 (79.9-140) 81.8(48.6-126.3) <0.001
t-tau (pg/ml) 298 (209-425) 649 (484-879) 515(322-753) <0.001

Note: Data are expressed as mean (M) and standard deviation (SD) [age, education, age at symptom onset, symptom duration], median (M) and interquartile
range (IQR) [MMSE, AD CSF core biomarkers] or number of participants (n) and percentage (%) [sex, APOE ¢4 carrier AD]. AD CSF profile was defined by a
CSF AB42/p-taul81 ratio < 10.25 (as measured by Lumipulse G600lI, Fujirebio). MMSE was not available in 23 (11.8%) individuals. APOE ¢4 genotype was
not available in 16 (8.1%) individuals. P-values tested the difference between AD CSF core biomarkers profile groups and were computed with a t-test (age,
education, age at symptom onset, symptom duration), a Mann-Whitney U test (MMSE, AD CSF core biomarkers), or a chi-square (sex, APOE ¢4 carrier status).
Clinical diagnoses of the non-AD CSF group (n = 70): 14 SCD, 33 MClI, 6 AD dementia, 3 LBD, 1 VCID, 2 PSP/CBS, 5 bvFTD, 5 PA, 1 CAA. Clinical diagnoses
o the AD CSF group (n = 127): 4 SCD, 49 MCI, 54 AD dementia, 1 LBD, 3 VCID, 5 PSP/CBS, 7 PA, 2 CAA, 2 unclassifiable dementia. Clinical Dementia Rating
(CDR) of the non-AD CSF group (n = 70): 146 CDR=0,34 CDR=0.5,12CDR=1,7CDR =2,1 CDR = 3. CDR of the AD CSF group (n = 127): 4 CDR =0, 43
CDR=0.5,43CDR=1,32CDR=2,5CDR=3.

Abbreviations: Aj, amyloid beta; AD, Alzheimer’s disease; bvFTD, behavioral variant of Frontotemporal dementia; CBS, corticobasal syndrome; CCA, cerebral
amyloid angiopathy; CDR, Clinical Dementia Rating; CSF, cerebrospinal fluid; LBD, Lewy body dementia; MCI, mild cognitive impairment; MMSE, Mini-Mental
State Examination; PA, progressive aphasia; PSP, progressive supranuclear palsy; p-tau181, tau phosphorylated at threonine 181; SCD, subjective cognitive
decline; t-tau, total tau; VCID, vascular cognitive impairment and dementia.

no subjective cognitive decline (GDS = 1), 1 participant with a normal
pressure hydrocephalus, and 22 participants with either no CSF and/or
plasma sample remaining for one or more tested immunoassay. Thus,
a total of 197 individuals were included herein. Participants had the
following syndromic diagnosis: 18 subjective cogntive decline (SCD),
82 mild cognitive impairment (MCI), 60 Alzheimer’s disease (AD)
dementia, 4 Lewy body dementia (LBD), 4 vascular cognitive impair-
ment and dementia (VCID) with predominant small vessel disease,
3 with radiological evidence of cerebral amyloid angiopathy (CAA)
7 progressive supranuclear palsy or corticobasal syndrome (PSP, CBS),
5 behavioral variant of frontotemporal dementia (bvFTD), 12 progres-
sive aphasia (PA), and 2 unclassified dementia syndromes. Regardless
of the syndromic diagnosis, all patients were classified based on their
AD CSF core biomarker profile (i.e., CSF AB42/p-tau ratio), and their
characteristics are summarized in Table 1. Participants with an AD
CSF profile (n = 127) were significantly older and had a lower Mini-
Mental Status Examination (MMSE) score compared with the non-AD
CSF profile (n = 70). There was a significantly higher percentage of
apolipoprotein E (APOE) €4 carriers in the AD CSF profile group.

3.2 | Levels of tau plasma and CSF biomarkers

Table 2 shows the levels of the plasma and CSF tau biomarkers. Mann-
Whitney U tests indicated that all plasma and CSF tau biomarkers

were significantly greater in the AD CSF profile group than in the non-
AD CSF profile group, but with varying effect sizes (Figure 2, Table 2;
Figure S1 in supporting information). A large effect size was found
for plasma ADx p-taul81 (r = 0.73; P < 0.001), Janssen p-tau217
(r = 0.76; P < 0.001), Lilly p-tau181 (r = 0.68; P < 0.001), Lilly p-
tau217 (r=0.73; P < 0.001), and UGot p-tau231 (r = 0.63; P < 0.001).
A medium effect size was found in plasma UGot p-tau181 (r = 0.50;
P < 0.001), Quanterix p-tau181 (r = 0.49; P < 0.001), and Lilly t-tau
(r=0.38; P < 0.001), and a small effect was found in plasma ADx p-
tau231 (r=0.26; P < 0.001). All effect sizes of the CSF tau biomarkers
were large (r > 0.50). The magnitude of the difference, as measured
by the percentage increase of the median in the AD CSF profile group
compared to the non-AD CSF profile group, is also shown in Figure 2,
Figure S1 in supporting information, and Table 2. The results remained
similar when the comparisons were adjusted by the effect of age (Table

S3in supporting information).

3.3 | Discrimination of AD CSF biomarker profile
status

We next investigated how plasma and CSF tau biomarkers discrimi-
nate between patients with an AD CSF profile group from those with
a non-AD CSF profile, regardless of the clinical diagnosis, in an ROC
curve analysis (Figure 3, Table 3; Figure S2 in supporting information).
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TABLE 2 Plasma and CSF tau biomarkers

Non-AD CSF profile AD CSF profile Total

Tau biomarkers (pg/ml) (n=70, 35.5%) (n=127,64.5%) (n=197) P-value r %Inc.
ADx

Plasma p-tau181 7.78 (4.84-12.68) 27.1(20.0-37.1) 20.05(9.12-30.4) <0.001 0.73 248.3

CSF p-tau181 229.5(163.6-360.8) 1095.1(721-1406.6) 692.3(303.5-225.1) <0.001 0.75 377.2

Plasma p-tau231 3.70(2.50-5.22) 5.13(3.49-7.46) 4.63(2.94-6.60) <0.001 0.26 38.6

CSF p-tau231 48.3(35.2-74.2) 173.4(125-227.5) 123.4(62.8-196.7) <0.001 0.70 259
Janssen

Plasma p-tau217 0.023(0.014-0.039) 0.120(0.070-0.201) 0.070 (0.029-0.146) <0.001 0.76 421.7

CSF p-tau217 2.13(0.80-3.41) 18.17(11.3-30.1) 14.4 (5.37-24.8) <0.001 0.72 753.1
Lilly

Plasma p-tau181 0.61(0.52-0.86) 1.58(1.15-2.13) 1.18(0.72-1.85) <0.001 0.68 159

CSF p-tau181 20.3(14.5-31.6) 66.8(46.5-89.0) 47.8(27.3-76.4) <0.001 0.74 229.1

Plasma p-tau217 0.15(0.12-0.20) 0.49(0.36-0.74) 0.36(0.18-0.59) <0.001 0.73 226.7

CSF p-tau217 4.50(2.85-7.34) 32.3(20.3-44.9) 20.07 (6.26-38.4) <0.001 0.79 618

Plasma t-tau 26.7(22.9-35.0) 36.4(29.4-49.6) 32.5(25.8-44.1) <0.001 0.38 36.3

CSF t-tau 1022.2 (763-1495) 2012.2(1401.6-2496.1) 1568.8(1147.6-2260.4) <0.001 0.57 96.8
Quanterix

Plasma p-tau181 2.65(1.71-3.53) 4.40 (3.35-5.54) 3.67 (2.70-5.05) <0.001 0.49 66

CSF p-tau181 33.6(25.3-55.1) 168.8(120.9-224.5) 120.7 (45.4—192.4) <0.001 0.76 402.4
U Got (in house)

Plasma p-tau181 11.2(10.1-14.2) 15.5(13.5-18.2) 14.7 (12.2-17.7) <0.001 0.50 38.4

CSF p-tau181 381.4(325.5-455.8) 801.3(642.9-950.6) 652.3(411.7-855.9) <0.001 0.73 110.1

Plasma p-tau231 6.46(4.82-8.79) 12.6(9.48-15.9) 10.7 (7.37-14.4) <0.001 0.63 95

P-values were computed with a Mann-Whitney U test for all plasma or CSF biomarkers. The effect sizes of the comparisons were shown as r (which is calcu-
lated by dividing the absolute standardized test statistic Z by the square root of the total number of individuals) and with the percentage (%) increase of the

tau biomarker median in the AD CSF group compared to the non-AD group.

Note: Data are expressed as median (M) and interquartile range (IQR). AD CSF profile was defined by a CSF AB42/p-tau181 ratio < 10.25 (as measured by

Lumipulse G600lIl, Fujirebio).

Abbreviations: AD, Alzheimer’s disease; CSF, cerebrospinal fluid; p-tau181, tau phosphorylated at threonine 181; p-tau217, tau phosphorylated at threonine

217; p-tau231, tau phosphorylated at threonine 231; t-tau, total tau.

In plasma, the calculated AUCs were the following (from highest to
lowest): Janssen p-tau217 (0.96, 95% CI 0.93-0.99), ADx p-tau181
(0.94,95% C10.91-0.97), and Lilly p-tau217 (0.94, 95% CI 0.90-0.98),
Lilly p-tau181 (0.91, 95% CI 0.86-0.96), UGot p-tau231 (0.88, 95% ClI
0.83-0.93), Quanterix p-tau181 (0.80, 95% C1 0.73-0.87), and UGot p-
tau181 (0.80, 95% CI 0.73-0.87), Lilly t-tau (0.73, 95% Cl 0.65-0.81),
and ADx p-tau231 (0.66, 95% Cl 0.58-0.74). DelLong tests between
AUCs showed that Janssen p-tau217, ADx p-tau181, Lilly p-tau217,
Lilly p-tau181, and UGot p-tau231 had significantly better discrimi-
native accuracy than Quanterix p-tau181, UGot p-tau181, Lilly t-tau,
or ADx p-tau231. All of the AUC comparisons using the DeLong test
within plasma tau biomarkers or within CSF tau biomarkers are shown
in Table 3.

In addition, we tested whether the AUC of a plasma biomarker
differed from its CSF counterpart. The discriminative accuracy of
ADx p-tau231, Lilly t-tau, Quanterix p-tau181, and UGot p-taul81
immunoassays in plasma were significantly lower than those in CSF.
The rest of the tau immunoassays (ADx p-tau181, Janssen p-tau217,

Lilly p-tau181, Lilly p-tau217, and UGot p-tau231) did not have a dif-
ferent discriminative accuracy when performed in plasma or in CSF
(Table 3). The tau biomarkers cutoff points using Youden'’s index and the
resulting values of sensitivity and specificity are shown in Table S4.

Considering that this is a diverse cohort that includes syndromic
diagnoses, not typically caused by AD, we performed additional anal-
yses by only including patients with a clinical syndrome of SCD, MCI,
and AD dementia (n = 160; Figure S3 and Table S5) or only including the
pre-dementia (i.e., SCD and MCI) clinical syndromes (n = 100; Figure
S4 and Table S6). The AUCs calculated in these subsets of patients
were very similar to those calculated in the entire sample (Tables S7
and S8).

Finally, we also repeated the ROC analyses but using the CSF
AB42/40 ratio as a reference standard (AD CSF profile if CSF
AB42/40 < 0.062; Table S9 for the participants’ characteristics). The
results were similar, but most plasma and CSF tau immunoassays had
aslightly lower AUC than when using the CSF AB42/p-tau ratio (Tables
S10and S11).

85U8017 SUOWIWOD BA 11810 3|qeol [dde ay) Aq pausenob ae sapile VO ‘8sN JO Sa|nJ 10} AfeldTauljUQ A1 UO (SUONIPUCD-pUe-SWBIALI0O" A 1M Alelq joulUo//:SdnL) SUORIPUOD pue SwWie | 8y} 88S *[z02/80/8T] Uo Afelqauluo A1iM *(-ouleAnde ) sqnopesy Aq TY8ZT Z[e/200T 0T/I0P/W00 A8 Aelq 1 pul|uo's fuanol-z fe//:sdny wouy papeojumoq ‘s ‘€202 ‘6.25255T



ASHTONer o Alzheimer’s &@Dementia® | 1515

THE JOURNAL OF THE ALZHEIMER'S ASSOCIATION

ADx | | Janssen |
P<.001 P <.001 051 P<.001
75] 248% 301 39% 422 %
E £ £
> > 5 04
2 : 2 2
= 50 : = 20 N
o) o ~—
~ N N
=} =] =}
: ! 2 o
_— . © 104 ©
£ T £ £
g s g g -
d s 8 8 MR
o 04 .E:‘-ﬂ o o 0 5.‘.'
O.
Non-AD CSF profile  AD CSF profile Non-AD CSF profile  AD CSF profile Non-AD CSF profile AD CSF profile
Lilly
51 P <.001 2.01 P <.001 __P<.o01
. 159% .. . 21% - 6%
E Y : E 15 | ~ 100 : .
D . = . S Tl
2 T g = ) .
S 3 St ~ o £ .
e N g 1.0 S 3
R . ’ 8 R " b4 . ot
& 21 . R & : 5 501 .o L e
© : © ]
£ - # g 0.5 . 3 L
@ 1 s s . & et - o M, &,
M Y A a e - RSaH
i 0.01 e ' N :
0 i 0]
Non-AD CSF profile  AD CSF profile Non-AD CSF profile  AD CSF profile Non-AD CSF profile AD CSF profile
Quanterix University of Gothenburg
P <.001 P <.001 P<.001
66 % . 60- 38 % _ 30 95 %
2 S :
2 10 = g
g L = 5 204
2 - s g 404 S
5 : R B £
T T o
o b . [oR
@ 97 ~T A © g 101
5 St ' 5 8
© s ¢ © 20 =
o R o o
SR 04
0.
Non-AD CSF profile  AD CSF profile Non-AD CSF profile  AD CSF profile Non-AD CSF profile AD CSF profile

FIGURE 2 Levels of the plasma tau biomarkers in the non-AD versus the AD cerebrospinal fluid (CSF) profile groups, visualized as raincloud
plots. Each point indicates a tau measurement of an individual. The box plot indicates the median (horizontal line), interquartile range (box), and
1.5x interquartile range (whiskers). The width of the shaded area (violin plot) represents the proportion of the data located there. AD CSF profile
was defined by a CSF amyloid beta (AB)42/p-tau181 ratio < 10.25 (as measured by Lumipulse, Fujirebio). P-values were computed with a
Mann-Whitney U test for all plasma biomarkers. The percentage increase of the tau biomarkers in the AD CSF profile from the non-AD profile is
shown in green.

3.4 | Correlations between tau biomarkers p-tau217 (r = 0.69; P < 0.001), Lilly p-tau181 (r = 0.64; P < 0.001),

and Lilly p-tau217 (r = 0.72; P < 0.001). There was a moderate cor-
We tested the correlation between plasma and CSF for each relation for Quanterix p-tau181 (r = 0.52; P < 0.001), UGot p-tau181
immunoassay (Figure S5). There was a strong correlation between (r = 0.44; P < 0.001), and UGot p-tau231 (r = 0.54; P < 0.001),
plasma and CSF for ADx p-tau181 (r = 0.67; P < 0.001), Janssen and a weak correlation for ADx p-tau231 (r = 0.22; P = 0.003) and
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FIGURE 3 Discrimination accuracy (receiver-operating characteristic [ROC] analyses) of plasma and cerebrospinal fluid (CSF) tau
immunoassays. Forest plot depicting the area under the curve (AUC) and the 95% confidence interval (Cl) of each tau biomarker to discriminate
between the Alzheimer’s disease (AD) CSF profile group form the non-AD CSF profile groups. AD CSF profile was defined by a CSF amyloid beta
(AB)42/p-tau181 ratio < 10.25 (as measured by Lumipulse G600II, Fujirebio). Cl, confidence interval.

Lilly t-tau (r = 0.23; P=0.002). Correlations stratified by AD CSF status
are shown in Figure Sé. In addition, we tested the correlations between
all tau biomarkers and the results are summarized in Figures S7, S8, and
S9.

4 | DISCUSSION

Plasma biomarkers, in particular p-tau, have the potential to transform
the process in which the pathology that underlies AD can be identified
in primary and secondary care.»2>2¢ This will be of significant impor-
tance given the emergence of disease-modifying treatments for AD.
Despite the numerous recent publications on blood biomarkers for AD,
itis still to be determined if high accuracies of p-tau plasma biomarkers
translate to a heterogenous memory clinic setting. In addition, it is to be
determined whether a superiority of a specific p-tau epitope is due to
immunoassay design, or platform. To answer this, a tightly controlled
head-to-head study of tau biomarkers in a memory clinic population
was needed.

In the present study, we performed such a head-to-head compari-
son and found that the majority of p-tau biomarkers demonstrated a
high accuracy to identify biologically defined AD in a clinical popula-

tion of patients with diverse clinical presentations. Yet, it was observed
that some plasma p-tau biomarkers (ADx p-tau181; Janssen p-tau217;
Lilly p-tau181; and Lilly p-tau217) performed exceptionally well and
demonstrated AUCs > 0.9, which did not differ significantly from
those of the same biomarker in the CSF. Plasma p-tau231 from UGot
(AUC = 0.88) also showed no significant difference from the same
biomarker in the CSF. Other p-tau181 immunoassays, that is, UGot p-
tau181 and Quanterix p-tau181, performed well (AUCs = 0.80), but
these results were significantly lower than the equivalent immunoas-
say in CSF.

Different immunoassays targeting distinct phosphorylation sites
(T181, T217, and T231) had high AUCs. Both of the two p-tau217
immunoassays investigated herein (Janssen p-tau217 and Lilly p-
tau217) had exceedingly high AUCs (> 0.94). The p-tau181 with the
highest AUC was ADx p-tau181 (0.94), followed by Lilly p-tau181
(0.91) and, with a statistically significantly lower AUC, the Quan-
terix p-tau181 and UGot p-tau181 immunoassays (0.80). Although the
UGot p-tau231 immunoassay had an AUC of 0.88, the ADx p-tau231
was significantly lower in performance and had an AUC of 0.66. Of
note, ADx p-tau231 immunoassay in CSF performed particularly well
(AUC = 0.93), which may suggest that the modest performance of
the plasma immunoassay is related with the matrix (plasma) but not
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TABLE 3 Discrimination accuracy (ROC analyses) of plasma and CSF tau immunoassays in the BIODEGMAR cohort

Tau biomarkers

AUC (95% Cl) Plasma
ADx
p-tau181 0.94(0.91-0.97)2bcde
p-tau231 0.66 (0.58-0.74)&hii
Janssen
p-tau217 0.96 (0.93-0.99)cdeik
Lilly
p-tau181 0.91(0.86-0.96)°¢!
p-tau217 0.94 (0.90-0.98)c4¢
t-tau 0.73(0.65-0.81)
Quanterix
p-tau181 0.80(0.73-0.87)™
UGot (in house)
p-tau181 0.80(0.73-0.87)"
p-tau231 0.88(0.83-0.93)

Significant differences between plasma tau immunoassays:
2P < 0.001 vs. Plasma p-tau231 (ADx)

bP < 0.05 vs. plasma p-tau217 (Jansen)

°P < 0.001 vs. plasma t-tau (Lilly)

4P < 0.001 vs. plasma p-tau181 (Quanterix)
€P < 0.001 vs. plasma p-tau181 (UGot)

fP < 0.001 vs. plasma p-tau217 (Jansen)

8P < 0.001 vs. plasma p-tau181 (Lilly)

hP < 0.001 vs. plasma p-tau 217 (Lilly)

iP <0.01vs. plasma p-tau181 (UGot)

iP <0.001 vs. plasma p-tau231 (UGot)

kP <0.05 vs. plasma p-tau181 (Lilly)

P < .01 vs. plasma p-tau181 (Quanterix)

M P <0.01vs. plasma p-tau231 (UGot)

" P <.005 vs. plasma p-tau231 (UGot)

CSF P-value?
0.96 (0.93-0.98)0rar 0.50
0.93(0.88-0.97)°st <0.001
0.98 (0.96-1.00)a1vwx 0.23
0.95(0.91-0.98)%=¥ 0.23
0.98 (0.96-1.00)av*y 0.14
0.85(0.79-0.90)w* 0.041
0.96 (0.93-0.99)" <0.001
0.94(0.90-0.97) <0.001
0.91(0.87-0.95) 0.33

Significant differences between CSF tau immunoassays:
°P < 0.05 vs CSF p-tau217 (Janssen)

PP <0.05 vs CSF p-tau217 (Lilly)

9P < 0.001 vs CSF t-tau (Lilly)

"P < 0.05 vs CSF p-tau231 (UGot)

SP < 0.01 vs CSF p-tau217 (Lilly)

tP < 0.01 vs CSF t-tau (Lilly)

UP <0.01vs CSF p-tau181 (Lilly)

VP < 0.05 vs CSF p-tau181 (Quanterix)
WP <0.001 vs CSF p-tau181 (UGot)

*P < 0.001 vs CSF p-tau231 (UGot)

YP <0.01vs CSF p-tau181 (UGot)

2P < 0.001 vs CSF p-tau181 (Quanterix)

2p-value of the comparison between the AUC of plasma and CSF of the same immunoassay (DeLong test).
We also assessed the AUCs differences (DelLong test) between the plasma tau immunoassays or CSF tau immunoassays.

with the epitope itself. Yet, it must be noted that most plasma p-tau
biomarkers had only modest correlations with the same immunoas-
say in CSF. This observation is particularly important for the use and
interpretation of these biomarkers in clinical trials. Although plasma p-
tau biomarkers have a high accuracy for detecting biologically defined
AD (and hence enriching clinical trials with AD patients), it remains
to be determined whether they are useful as pharmacodynamic
biomarkers to monitor the effects of an intervention, since there is a
modest—or weak, in some cases—linear relationship between plasma
and CSF.

We also included a t-tau immunoassay that had the lowest AUC
in CSF (0.85) and did not reach the high performance of most p-tau
immunoassays when measured in plasma (AUC = 0.73). Given that this

t-tau immunoassay has a configuration similar to that of Lilly p-tau

immunoassays, it demonstrates the importance of p-tau-specific anti-
bodies for greater disease specificity and diagnostic accuracy. Although
more immunoassays targeting each of these post-translational modifi-
cations should be assessed, our results indicate that phosphorylations
at T181, T217, or T231 can all be excellent biomarkers in plasma. All
analytical platforms provided at least one immunoassay with satisfac-
tory accuracies. Altogether, our results suggest that there is not a sole
phosphorylation site and/or immunoassay platform or immunoassay
design that is clearly superior to the other.

Animportant aspect of our study is that it was performed in patients
visited in a specialized memory clinic setting, and not in a research
cohort. The BIODEGMAR cohort reflects the diversity of patients
who come to a specialized unit consulting for cognitive complaints

after being referred by their primary care physician, with whom they
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consulted due to cognitive complaints. This study demonstrates that,
in this setting, plasma p-tau biomarkers can accurately discriminate
biologically defined AD from other neurological or medical conditions
presenting with cognitive symptoms. Hence, we show that the accu-
racy of these novel plasma biomarkers is not restricted only to research
cohorts but is also extended to a diverse population of a specialized
memory clinic. Given the clinical heterogeneity, we performed further
analyses after excluding patients who already have a clinical diagnosis
of a non-AD neurodegenerative disease. We first restricted the analy-
ses to those clinical syndromes that could fall into the continuum of AD
(SCD, MCl, and dementia) and, second, in pre-dementia patients (SCD
and MCI), and the results remained similar.

While we were preparing this article, a study focusing on the ana-
lytical comparisons of six Simoa p-tau immunoassays was published.?’
In line with our results, ADx p-tau181, Lilly p-tau181, Lilly p-tau217,
Quanterix p-tau181, and UGot p-tau231 had a high diagnostic accu-
racy for AD dementia (AUC > 0.93), whereas ADx p-tau231 had a
more modest AUC (0.72). The main differences of these reported
results with our study involve the sample size, availability of underly-
ing biological confirmation, and type of participants included. Although
Bayoumy et al. selected 40 AD dementia patients and 40 age- and
sex-matched controls from a different cohort, we studied patients
prospectively presenting with cognitive complaints in a specialized
memory clinic, all of them with CSF core biomarkers. Furthermore, we
included three additional biomarkers: Janssen p-tau217, Lilly t-tau, and
UGot p-tau181.

Our study is not free of limitations. First, neither neuropatholog-
ical confirmation nor amyloid PET was available; yet it is important
to remark that the AD CSF core biomarkers are widely accepted as
biomarkers for routine clinical diagnosis of AD, and are the biomark-
ers routinely used in Hospital del Mar. Second, the number of non-AD
neurodegenerative diseases was limited. Finally, these results need
to be confirmed in other clinical cohorts to assess whether they are
generalizable.

Our study has several strengths. First, BIODEGMAR is a well-
characterized clinical cohort, and all patients had CSF biomarkers.
Second, we included a remarkable number of plasma tau immunoas-
says and, also, their CSF counterparts. Third, all measurements were
performed not only in the same patients but also in the exact
same original aliquot of plasma or CSF, which were re-aliquoted and
stored until the immunoassays were performed; thus, all samples
were treated identically and the comparability between immunoas-
says were more reliable. Fourth, all measurements were performed
blinded, and the statistical analyses were independently conducted
at BBRC.

In conclusion, we demonstrate that there are several plasma p-tau
biomarkers that can be used as accurate stand-alone diagnostic tests
to detect biologically defined AD in a specialized memory clinic. In
our opinion, precisely determining the role of plasma biomarkers in
the assessment of cognitive complaints in specialized centers is the
vital next step and in accordance with the recent appropriate use
recommendations.?® Our data suggest that some of these immunoas-

says can be a sole biological test, coupled with neurological assessment,

to support the diagnosis of AD. However, a more conservative alterna-
tive could be using them as pre-screening tools to select those patients
who will undergo a biomarker assessment by CSF or amyloid PET. It
also remains to be answered whether this pre-screening can be done in
primary care and how plasma biomarkers can be applied in population-
based studies. These promising results urge the medical, scientific
community and all related stakeholders to consider and discuss a pos-
sible implementation of AD blood biomarkers at the earliest clinical
setting.
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Supplementary Figures

Figure S1. CSF tau biomarkers levels by CSF profile

Levels of the CSF tau biomarkers in the non-AD CSF vs the AD profile groups, visualised as raincloud
plots. Each point indicates a tau measurement of an individual. The box plot indicates the median

(horizontal line), interquartile range (box) and 1.5x interquartile range (whiskers). The width of the shaded

area (violin plot) represents the proportion of the data located there.

AD CSF profile was defined by a CSF AB42/p-taul81 ratio < 10.25 (as measured by Lumipulse, Fujirebio).

P values were computed with an Mann-Whitney U test for all CSF biomarkers. The % increase of the tau

biomarkers in the AD CSF profile from the non-AD profile is shown in green.
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Figure S2. Discrimination accuracy (ROC analyses) of plasma and CSF tau

immunoassays

A, ROC analyses for the plasma tau biomarkers. B, ROC analyses for the CSF tau biomarkers. For

comparison purposes, we also depict the AUC of the combination of age + sex + APOE €4 (AUC: 0.787;
95% CI, 0.717-0.856) and age + sex (AUC: 0.624; 95% CI, 0.542-0.706). AUC indicates area under the

curve; CI, confidence interval; ROC, receiver operating characteristic.
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Figure S3. Discrimination accuracy (ROC analyses) of plasma and CSF tau
immunoassays in the SCD, MCI and dementia subset

A, Forest plot depicting the AUC and the 95% CI of each tau biomarker to discriminate between the AD
CSF profile group form the non-AD CSF profile groups in the subset of participants including the clinical
diagnosis of SCD, MCI and dementia. AD CSF profile was defined by a CSF AP42/p-taul81 ratio < 10.25
(as measured by Lumipulse, Fujirebio). B, ROC analyses for the plasma tau biomarkers. C, ROC analyses
for the CSF tau biomarkers. For comparison purposes, we also depict the AUC of the combination of age
+ sex + APOE g4 (AUC: 0.784; 95% CI, 0.706-0.861) and age + sex (AUC: 0.591; 95% CI, 0.494-0.686).
AUC indicates area under the curve; CI, confidence interval, MCI, mild cognitive impairment; ROC,

receiver operating characteristic; SCD, subjective cognitive decline.
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Figure S4. Discrimination accuracy (ROC analyses) of plasma and CSF tau

immunoassays in the SCD and MCI subset

A, Forest plot depicting the AUC and the 95% CI of each tau biomarker to discriminate between the AD

CSF profile group form the non-AD CSF profile groups in the subset of participants including the clinical
diagnosis of SCD and MCI. AD CSF profile was defined by a CSF Ap42/p-taul81 ratio < 10.25 (as

measured by Lumipulse, Fujirebio). B, ROC analyses for the plasma tau biomarkers. C, ROC analyses for

the CSF tau biomarkers. For comparison purposes, we also depict the AUC of the combination of age +

sex + APOE &4 (AUC: 0.791; 95% CI, 0.695-0.886) and age + sex (AUC: 0.606; 95% CI, 0.494-0.718).

AUC indicates area under the curve; CI, confidence interval, MCI, mild cognitive impairment; ROC,

receiver operating characteristic; SCD, subjective cognitive decline.

Sensitivity (%)

A

Plasma biomarkers CSF biomarkers

p-tau181 ADx p-tau181 ADx
p-tau231 p-tau231

—_—
p-tau217 Janssen p-tau217 Janssen

—— ——
p-tau181 Lilly p-tau181 Lilly
P — —_—
p-tau217 p-tau217
—_— —_—
t-tau t-tau
p-tau81 Quanterix p-tau181 Quanterix
—_—
p-taut8 University of Gothenburg p-taut8 University of Gothenburg
P S
p-tau231 p-tau231
e — S —
0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
AUC [95% CI] AUC [95% CI]
— r_ayf:l:]
------------- s
—
-

= Plasma p-tau181

—— Plasma p-tau231

Janssen

—— Plasma p-tau217

Lilly

—— Plasma p-tau181
Plasma p-tau217

Plasma t-tau
Quanterix

Plasma p-tau181
University of Gothenburg
—— Plasma p-tau181
Plasma p-tau231

===- Age + sex + APOE-c4
— = Age + sex

T I I I T I
100 80 60 40 20 0

Specificity (%)

Sensitivity (%)

= CSF p-tau181
CSF p-tau231
Janssen

CSF p-tau217

Lilly
—— CSF p-tau181
CSF p-tau217
CSF t-tau
Quanterix

CSF p-tau181
University of Gothenburg
—— CSF p-tau181

CSF p-tau231

74 ---- Age +sex + APOE-¢4
o - ¥
— = Age + sex
| I I T I I
100 80 60 40 20 0

17

Specificity (%)




Figure SS. Correlations between plasma and CSF for each tau immunoassay

Scatter plots depicting the correlations between the plasma and CSF measurements for each tau
immunoassay. We computed the Spearman's correlation coefficient (#) and the P value. The solid lines

indicate the regression line and the 95% confidence intervals.

| ADx | | Janssen
80 r=0.67, P <.001 r=0.22, P=.003 0.54 r=0.69, P<.001
- . ~30 ° - :
E . E EL OO
2w 2 2° .
- - ~
2 Q20 S
-] 3 -]
{ £ £
g g g
8 ® 10 é
a 20 [ T
0 0
0 1000 2000 3000 0 100 200 300 400 500 o 20 40 60 80
CSF p-tau181 (pg/ml) CSF p-tau231 (pg/ml) CSF p-tau217 (pg/ml)
Lilly
r=0.64, P < .001 r=072,P<.001 r=0.23, P=.002
e o oo .
- 4 — .
E g 18 oo . = .‘
. 90 d
g s g Eg ¢ ® e o
2 § g
g pel b g 80
: : :
[}
0.5 é
g : w
0.0
0 50 100 150 200 250 0 50 100 1000 2000 3000 4000 5000
CSF p-tau181 (pg/ml) CSF p-tau217 (pg/ml) CSF t-tau (pg/ml)
Quanterix l | University of Gothenburg
r =0.52, P<.001 r=044, P<.001 agy 0.54, P < .001
12.54 L4
= - 60 =
£ E £
v 3 3
- - e
g 7.5 g 40 3
2 3 . 2
[-% Q N Q
E 5.0 E g 10
: £ = :
25
0
0 200 400 800 500 1000 1500 2000 2500 0 500 1000 1500 2000
CSF p-tau181 (pg/mi) CSF p-tau181 (pg/mi) CSF p-tau231 (pg/ml)

18



Figure S6. Correlations between plasma and CSF for each tau immunoassay

(stratified by AD CSF status)

Scatter plots depicting the correlations between the plasma and CSF measurements for each tau

immunoassay, stratified by AD CSF status. AD CSF profile was defined by a CSF AB42/p-taul81 ratio <

10.25 (as measured by Lumipulse, Fujirebio). We computed the Spearman's correlation coefficient () and

the P value. The solid lines indicate the regression line and the 95% confidence intervals.
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Figure S7. Correlations between all tau biomarkers

Correlation matrix depicting the correlations between all tau biomarkers studied, stratified by AD CSF

status. AD CSF profile was defined by a CSF A42/p-taul81 ratio < 10.25 (as measured by Lumipulse,

Fujirebio). The Spearman's correlation coefficient (r) is shown. All correlations were statistically

significant.
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Figure S8. Correlations between all tau biomarkers (in the AD CSF group)

Correlation matrix depicting the correlations between all tau biomarkers studied. The Spearman's

correlation coefficient (r) is shown. Non-significant correlations are indicated by a cross.
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Figure S9. Correlations between all tau biomarkers (in the non-AD CSF group)

Correlation matrix depicting the correlations between all tau biomarkers studied. The Spearman's

correlation coefficient (r) is shown. Non-significant correlations are indicated by a cross.
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Supplementary Tables

Table S1. Plasma tau immunoassays characteristics

ADx p-taul81

ADx p-tau231

Janssen p-tau217

Lilly p-taul81

Lilly p-tau217

Lilly t-tau

Quanterix p-

UGot p-taul81

UGot p-tau231

taul8l
Platform Simoa Simoa Simoa MSD MSD MSD Simoa Simoa Simoa
Antibodies
Capture ADx252 ADx253 PT3 Biotinylated-AT270 Biotinylated-IBA493 Biotinylated-Taul2 AT270 AT270 ADx253
Epitope recognized phospho-Thr181 and Epitope Epitope 210- Approximate epitope Approximate epitope Approximate epitope Epitope 176- Epitope 176- Epitope
no cross-reactivity K224KVAVVR(pT)P SRT(p)PSLPT(p)PPT- region comprising region comprising region comprising PPAPKT(p)P-182 PPAPKT(p)P-182 K224KVAVVR(pT)PP
with phospho-Thrl75 PKSPSSAK?240C 212 phosphorylated at phosphorylation at phosphorylation at residues 9-18 phosphorylated at phosphorylated at KSPSSAK240C

phosphorylated at
T231%

T217, with enhanced
binding at T212%

T181

T217

T18129.30

T18129.30

phosphorylated at
T231%

Detection

Biotinylated-ADx204

Biotinylated-ADx204

Biotinylated-HT43

SULFO-TAG-Ru-
4G10-E2

SULFO-TAG-Ru-
4G10-E2

SULFO-TAG-Ru-
4G10-E2

Biotinylated-Taul2

Biotinylated-Taul2

Biotinylated-Taul2

Epitope recognized

N-terminal, that

N-terminal, that

N-terminal epitope 7-

Approximate epitope

Approximate epitope

Approximate epitope

N-terminal epitope 6-

N-terminal epitope 6-

N-terminal epitope 6-

recognizes all forms of | recognizes all forms of | EFEVMEDHAGTYG region comprising region comprising region comprising QEFEVMEDHAGT- QEFEVMEDHAGT- QEFEVMEDHAGT-
tau except those tau except those L-20 Q124 and A125 Q124 and A125 Q124 and A125 182 182 182
phosphorylated at Tyr phosphorylated at Tyr
18 18
Calibrator
Peptide/protein Synthetic peptide Synthetic peptide Synthetic peptide Synthetic tau dipeptide Synthetic tau dipeptide | Full-length Full-length Full-length Full-length
covering epitopes of covering epitopes of comprising pT3 and phosphorylated phosphorylated recombinant tau 441 recombinant tau 441 recombinant tau 441 recombinant tau 441
ADx204; ADx252 and ADx204; ADx252 and hT43 epitope, specifically at T181 specifically at T217 (Lilly) phosphorylated in vitro | phosphorylated in vitro | phosphorylated in vitro
ADx253 (Mw: ADx253 (Mw: separated by PEG4 (CPC Scientific) (CPC Scientific) by GSK3p was usedas | by GSK3p was used as | by GSK3p was used as
6116,78 Da) 6116,78 Da) linker the calibrator (#TO8- the calibrator (#TO8- the calibrator (#TO8-
50FN, SignalChem) 50FN, SignalChem) 50FN, SignalChem)
Range, pg/ml 0.78-50 0.39-50 0.002-10 0.041-100 0.041-100 0.41-1000 0.177-86 0-64 0-64
Curve fit 1/y*-weighted 5 1/y*-weighted 5 4 parameter logistic 4 parameter logistic 4 parameter logistic 4 parameter logistic 4 parameter logistic 4 parameter logistic 4 parameter logistic
parameter logistic parameter logistic with 1/y* weighting with 1/y* weighting with 1/y* weighting
Dilution
Sample dilution 1/5 plasma, 1/15 CSF 1/5 plasma, 1/15 CSF 1/2.4 plasma, 1/8 CSF 1/2 plasma, 1/8 CSF 1/2 plasma, 1/8 CSF 1/2 plasma, 1/8 CSF 1/4 plasma, 1/10 CSF 1/2 plasma, 1/30 CSF 1/2 plasma, 1/30 CSF
Dilution buffer In-house PBS/BSA In-house PBS/BSA Tris Base (50mM), Low salt buffer + Low salt buffer + Low salt buffer + Advantage V2: Tau 2.0 buffer: Tau 2.0 buffer:
based based NaCl (100mM), EDTA | 200ug/ml HBR1 200ug/ml HBR1 200ug/ml HBR1 Quanterix #101556, Quanterix #101556, Quanterix
(5mM), BSA (2%),
TritonX 100 (0.5%),
HBRY (0.45 mg/ml),
pH7.4
Automated/Manual Manual Manual Automated Automated Automated Automated Automated Automated Automated
Immunoassay
Protocol
Capture antibody 10000 beads/uL 10000 beads/uL 160,000 beads/ul 0.5 pg/ml 0.5 pg/ml 0.5 pg/ml unknown 20000 beads/uL 20000 beads/uL
concentration
Detection antibody 1 pg/ml 0.8 pg/ml 0.9 pg/ml 0.02 pg/ml 0.02 pg/ml 0.02 pg/ml unknown 2 pg/ml 2 pg/ml
concentration
Simoa Protocol
Steps and incubation 2-step 2-step 3-step NA NA NA 2-step 3-step 3-step
times (cadences) 80-14 80-7 40-7-7 35-5 40-7-7 40-7-7
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Sample/Calibration 230 uL (Calibrator) 230 uL (Calibrator) 250 ul per well (172 NA NA NA 230ul (Calibrator) 230ul (Calibrator) 230ul (Calibrator)
volume, pl (replicates, 230 uL (prediluted 230 pL (prediluted for reaction + 78 for 55ul (Samples) 130ul (Samples) 130ul (Samples)
incl. dead vol) sample) sample) dead volume) for
singlate. Duplicate
wells to yield duplicate
measures.
Beads volume, pl 25 uL 25 uL 25 pl NA NA NA 25ul 25ul 25ul
Detector volume, pl 20 uL 20 uL 100 pl NA NA NA 20ul 100pul 100ul
SBG volume, pl 100 uL 100 uL 100 pl NA NA NA 100pul 100pul 100ul
SBG concentration, 50 pM 25 pM 100 pM NA NA NA 150pM 450pM 300pM
pM
Helper beads, % of 50 50 75 NA NA NA 60 0 0
beads

Abbreviations: SBG, streptavidin covalently coupled to f—D-galactosidase; NA Not applicable; p-taul81, tau phosphorylated at threonine 181 (T181); p-tau217, tau
phosphorylated at threonine 217 (T217); p-tau231, tau phosphorylated at threonine 231 (T231); t-tau, total tau; UGot, University of Gothenburg.
In Simoa immunoassays, capture antibody concentration is expressed in beads/puL, and detection antibody as pg/puL. In MSD immunoassays, both capture and detection

antibodies are expressed as pg/uL per well and the volume per well is also shown.
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Table S2. Plasma tau immunoassays precision and sensitivity

ADx p-taul81 ADx p-tau231 Janssen p- Lilly p-taul81 Lilly p-tau217 Lilly t-tau Quanterix p- UGot p-taul81 UGot p-tau231

tau217 taul81

Precision

Intra-assay, %CV 7.0 43 0-61 (mean = 7.87 6.83 4.88 (plasma), 7.7 4.5 3.7
10.1) 6.84 (CSF)

Inter-assay, %CV 8.1 3.6 4-15 (mean=38.7) | 8.23 10.13 5.85 (plasma), 19.5 11.0 5.1

6.89 (CSF)

Sensitivity

Analytical LLOQ), 1.12 0.32 0.010 0.01 0.01 0.22 (plasma), 0.24 0.5 0.5

pg/ml 0.19 (CSF)

Functional LLOQ, 1.58 0.39 0.024 0.18 0.04 0.43 (plasma), 0.96 1 1

pg/ml 0.71 (CSF)

Abbreviations: p-taul81, tau phosphorylated at Threonine 181 (T181); p-tau217, tau phosphorylated at Threonine 217 (T217); p-tau231, tau phosphorylated at Threonine 231
(T231); t-tau, total tau; UGot, University of Gothenburg; LLOQ Lower limit of quantification; CV Coefficient of variation.

25




Table S3. Plasma and CSF p-tau biomarkers by CSF profile (age-adjusted)

Non-AD CSF
. AD CSF profile Total P

Tau biomarkers (pg/ml) g{g‘%ﬁ 355 (127 614)1.5%) (n=197) vale W %lnc
ADx

Plasma p-taul81 9.00 (6.20) 29.59 (13.64) 22.25(15.19) <.001 0.50 228.8

CSF p-taul81 293.1 (177.3)  1120.7 (539.3) 826.62 (596.43) <.001 0.50 2824

Plasma p-tau231 4.04 (2.75) 5.75 (3.84) 5.13 (3.58) 0.003 0.05 423

CSF p-tau231 64.14 (46.21)  180.0 (84.81) 138.86 (92.02) <.001 044 180.6
Janssen

Plasma p-tau217 0.026 (0.021)  0.143 (0.094) 0.102 (0.095) <.001 0.57 450.0

CSF p-tau217 0.003 (0.002)  0.022 (0.015) 0.017 (0.016) <001 0.61 6333
Lilly

Plasma p-taul81 0.765 (0.424)  1.788 (0.804) 1.42 (0.85) <001 046 133.7

CSF p-taul81 24.56 (13.63)  73.83 (37.25) 56.23 (38.93) <.001 0.54 221.0

Plasma p-tau217 0.186 (0.125)  0.585(0.335) 0.44 (0.34) <001 0.50 2145

CSF p-tau217 5.62 (3.60) 36.50 (23.33) 25.52 (23.95) <001 0.60 549.5

Plasma t-tau 30.74 (14.34)  41.12(17.41) 37.33 (17.07) <.001 0.11 338

CSF t-tau 1164.6 (545.4) 2107.8 (918.5) 1774.1 (923.2) <.001 0.30 1.0
Quanterix

Plasma p-taul81 3.05 (1.98) 4.80 (2.01) 4.17 (2.17) <00l 023 574

CSF p-taul81 44.86 (28.70)  189.9 (115.2) 138.4 (116.9) <.001 045 3233
U Got (in house)

Plasma p-taul81 13.26 (5.57) 17.07 (5.97) 15.7 (6.10) <.001 0.16 28.7

CSF p-taul81 406.6 (126.0)  823.1(298.4) 672.0 (320.3) <001 0.52 1024

Plasma p-tau231 7.10 (2.83) 13.51 (5.09) 11.3 (5.38) <001 037 903

CSF p-tau231 328.7 (180.5)  854.6 (428.6) 667.7 (439.6) <.001 042 160.0

Abbreviations: p-taul81, tau phosphorylated at threonine 181; p-tau217, tau phosphorylated at threonine

217; p-tau231, tau phosphorylated at threonine 231; t-tau, total tau.
Data are expressed as mean (M) and standard deviation (SD). AD CSF profile was defined by a CSF Ap42/p-

taul81 ratio < 10.25 (as measured by Lumipulse G600II, Fujirebio). P values were computed with an

ANCOVA corrected by age for all logio-transformed plasma or CSF biomarkers. The effect sizes of the

comparisons were shown as the partial eta-squared (mp?) and with the percentage (%) increase of the tau

biomarker mean in the AD CSF group compared to the non-AD group.
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Table S4. Sensitivity and specificity of the tau biomarkers

Tau biomarkers E)‘g/r;’lf)f Sensitivity (%) Specificity (%) Y‘i’l‘l‘g;"s
ADx
Plasma p-taul81 15.4 90.9 85.1 0.76
CSF p-taul81 511.9 92.9 88.6 0.81
Plasma p-tau231 4.91 56.6 75 0.32
CSF p-tau231 100.4 88.2 90 0.78
Janssen
Plasma p-tau217 0.048 92.7 91.2 0.84
CSF p-tau217 6.15 96 95.1 0.91
Lilly
Plasma p-taul81 0.85 96.8 74.3 0.71
CSF p-taul81 40.1 85.7 91.4 0.77
Plasma p-tau217 0.27 88.8 88.6 0.77
CSF p-tau217 12.4 95.3 94.3 0.90
Plasma t-tau 28.9 78 61.8 0.40
CSF t-tau 1333.4 82.5 72.5 0.55
Quanterix
Plasma p-taul81 3.35 76 72.9 0.49
CSF p-taul81 85.5 89.8 94.3 0.84
UGot (in house)
Plasma p-taul81 12.6 88.8 66.7 0.56
CSF p-taul81 507.8 92.7 84.3 0.77
Plasma p-tau231 10.2 77.2 84.1 0.61
CSF p-tau231 562.1 81.1 90 0.71

Abbreviations: CSF, Cerebrospinal Fluid; p-taul81, tau phosphorylated at threonine 181; p-tau217, tau
phosphorylated at threonine 217; p-tau231, tau phosphorylated at threonine 231; t-tau, total tau; UGot,
University of Gothenburg.

Sensitivity and specificity were computed using the cutoff value with the highest Youden’s index
(sensitivity + specificity — 1) as provided by the ROC analysis for discriminating AD CSF profile (n= 127)
vs non-AD CSF profile groups (n = 70).
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Table S5. Characteristics of SCD, MCI and AD dementia participants

Non-AD CSF profile AD CSF profile Total

(n =53, 33.1%) (n =107, 66.9%) (n = 160) Pvalue
Age, years 71.5 (5.96) 73.2 (4.92) 72.6 (5.32) 08
Female, n (%) 26 (49.1) 61 (57) 87 (54.4) 34
Education, years 8.42 (4.50) 8.14 (4.23) 8.23 (431) 71
APOE g4 carriers, n (%) 8 (17) 66 (66.7) 74 (50.7) <001
?eg;sat Symptom onset, 67.6 (1.03) 69.4 (5.67) 68.8 (6.19) 08
Symptom duration, 3.43 (3.13) 3.30 (2.86) 3.34(2.94) 80
years
MMSE 26 (23-28) 21 (19-24) 23 (20-27) <.001
CDR 0.5 (0-0.5) 1 (0.5-1.00) 0.5 (0.5-1.00) <001
AD CSF core biomarkers (Lumipulse)
AB42/40 0.090 (0.071-0.10)  0.042 (0.035-0.050) 0'0%00(704())40' <.001
p-taul81 (pg/ml) 41.1(29.1-57.7) 112.4 (83-151.4)  85.4(52.8-1303)  <.001
t-tau (pg/ml) 208 (210-434) 667 (501-890) 536 (362.8-786.8) 002

Abbreviations: A, amyloid-f; CDR, Clinical Dementia Rating; CSF, Cerebrospinal Fluid; MCI, Mild Cognitive
Impairment; MMSE, Mini Mental State Examination; p-taul81, tau phosphorylated at threonine 181; SCD, Subjective
Cognitive Decline; t-tau, total tau.

Data are expressed as Mean (M) and Standard Deviation (SD) [age, education, age at symptom onset, symptom
duration], Median (M) and interquartile range (IQR) [MMSE, AD CSF core biomarkers] or number of participants
(n) and percentage (%) [sex, APOE &4 carrier status]. AD CSF profile was defined by a CSF AB42/p-taul81 ratio <
10.25 (as measured by Lumipulse, Fujirebio). MMSE was not available in 10 (6.3%) individuals. APOE €4 genotype
was not available in 14 (8.8%) individuals.

P values tested the difference between AD CSF core biomarkers profile groups and were computed with a ¢ test (age,
education, age at symptom onset, symptom duration), a Mann-Whitney U test (MMSE, AD CSF core biomarkers) or
a Chi square (sex, APOE &4 carrier status).

Clinical diagnosis non-AD CSF group (n = 53): 14 SCD, 33 MCI, 6 AD dementia.

Clinical diagnosis AD CSF group (n= 107): 4 SCD, 49 MCI, 54 AD dementia.
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Table S6. Characteristics of SCD and MCI participants

Non-AD CSF

profile AD CSF profile Total P value
o ) (n =53, 53%) (n=100)

Age, years 71.7 (6.28) 73.5 (4.85) 72.6 (5.62) 11
Female, n (%) 20 (42.6) 29 (54.7) 49 (49) 23
Education, years 8.79 (4.31) 8.65 (4.93) 8.72 (4.62) 89
APOE g4 carriers, n (%) 7(17.1) 28 (59.6) 35 (39.8) <001
?eg;sat symptom onset, 67.6 (1.42) 69.9 (5.85) 68.8 (6.70) 088
SZ;‘;“"“‘ duration, 3.60 (3.27) 3.17 (3.06) 337 (3.15) 50
MMSE 27 (23.5-29) 23 (20-27) 25 (21-28) 001

AD CSF core biomarkers (Lumipulse)

AB42/40 0'083 gg')%g' 0.041 (0.037-0.050)  0.054 (0.041-0.087)  <.001
p-taul81 (pg/ml) 42.9(29.8-58.6)  103.9(71.7-151.9)  69.2(43.0-109.3)  <.001
t-tau (pg/ml) 293 4(?)57)'5' 603 (474-870)  475.5(296.5-632.3)  .001

Abbreviations: AP, amyloid-f; CSF, Cerebrospinal Fluid; MCI, Mild Cognitive Impairment; MMSE, Mini
Mental State Examination; p-taul81, tau phosphorylated at threonine 181; SCD, Subjective Cognitive
Decline; t-tau, total tau.

Data are expressed as Mean (M) and Standard Deviation (SD) [age, education, age at symptom onset,
symptom duration], Median (M) and interquartile range (IQR) [MMSE, AD CSF core biomarkers] or
number of participants (n) and percentage (%) [sex, APOE &4 carrier status]. AD CSF profile was defined
by a CSF AB42/p-taul 81 ratio < 10.25 (as measured by Lumipulse, Fujirebio). MMSE was not available
in 4 (4%) individuals. APOE €4 genotype was not available in 12 (12%) individuals.

P values tested the difference between AD CSF core biomarkers profile groups and were computed with a
t test (age, education, age at symptom onset, symptom duration), a Mann-Whitney U test (MMSE, AD CSF
core biomarkers) or a Chi square (sex, APOE &4 carrier status).

Clinical diagnosis non-AD CSF group (n =47): 14 SCD, 33 MCI.

Clinical diagnosis AD CSF group (n= 53): 4 SCD, 49 MCI.
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Table S7. Discrimination accuracy (ROC analyses) of plasma and CSF tau
immunoassays in the SCD, MCI and dementia subset

z?;lcb(lg ;?I&l;le)rs CSF P value®
ADx

p-taul8l1 0.94 (0.90-0.98)xb<d 0.96 (0.93-0.99)™P 42

p-tau231 0.65 (0.56-0.74)% efehi 0.92 (0.87-0.97)™ <.001
Janssen

p-tau217 0.96 (0.93-0.99)ib<di 0.99 (0.97-1.00)"s4uv .19
Lilly

p-taul81 0.89 (0.82-0.95)"k! 0.94 (0.90-0.98)"54 13

p-tau217 0.93 (0.88-0.98)0x! 0.98 (0.97-1.00)s 054

t-tau 0.68 (0.59-0.77)! 0.85(0.79-0.92)*Y .005
Quanterix

p-taul81 0.76 (0.67-0.85)™ 0.96 (0.93-0.99)° <.001
UGot (in house)

p-taul81 0.76 (0.67-0.85)™ 0.95 (0.92-0.98) <.001

p-tau231 0.87 (0.82-0.93) 0.91 (0.86-0.96) 32

Abbreviations: AUC, Area Under Curve; CI, Confidence Interval; CSF, Cerebrospinal Fluid; p-taul81, tau

phosphorylated at threonine 181; p-tau217, tau phosphorylated at threonine 217; p-tau231, tau

phosphorylated at threonine 231; t-tau, total tau; UGot, University of Gothenburg.

#P value of the comparison between the AUC of plasma and CSF of the same immunoassay (DeLong test).

We also assessed the AUCs differences (DeLong test) between the plasma or CSF tau immunoassays.

Significant differences between plasma tau
immunoassays:

a P <.001 vs Plasma p-tau231 (ADx)

b P <.001 vs plasma t-tau (Lilly)

¢ P <.001 vs plasma p-taul81 (Quanterix)
d P<.001 vs plasma p-taul81 (UGot)

e P <.001 vs plasma p-tau217 (Janssen)

f P <.001 vs plasma p-taul81 (Lilly)

g P<.001 vs plasma p-tau 217 (Lilly)

h P <.05 vs plasma p-tau 181 (Quanterix)
1 P <.001 vs plasma p-tau231 (UGot)

j P <.05 vs plasma p-taul81 (Lilly)

k P <.01 vs plasma p-taul81 (Quanterix)
1 P <.01 vs plasma p-taul81 (UGot)

m P <.01 vs plasma p-tau231 (UGot)

Significant differences between CSF tau
immunoassays:

n P <.05 vs CSF p-tau217 (Lilly)

0 P<.01 vs CSF t-tau (Lilly)

p P <.05 vs CSF p-tau231 (UGot)

q P <.05 vs CSF p-tau217 (Janssen)

r P <.05 vs CSF p-taul81 (Lilly)

s P <.001 vs CSF t-tau (Lilly)

t P <.05 vs CSF p-taul81 (Quanterix)
u P <.05 vs CSF p-taul81 (UGot)

v P <.01 vs CSF p-tau231 (UGot)

w P <.01 vs CSF p-taul81 (UGot)

x P <.001 vs CSF p-taul81 (Quanterix)
y P <.001 vs CSF p-taul81 (UGot)
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Table S8. Discrimination accuracy (ROC analyses) of plasma and CSF tau
immunoassays in the SCD and MCI subset

Tau biomarkers

AUC (95% CI) Plasma CSF P value*
ADx

p-taul8l1 0.92 (0.87-0.98)2b-cde 0.94 (0.90-0.99)"s .61

p-tau231 0.66 (0.55-0.77)fehi 0.90 (0.83-0.97)" .001
Janssen

p-tau217 0.96 (0.92-1.00)cddk! 0.98 (0.96-1.00)4w-xy: .38
Lilly

p-taul81 0.88 (0.81-0.95)cmn 0.91 (0.86-0.97)" 38

p-tau217 0.90 (0.83-0.97)m° 0.97 (0.93-1.00)4x¥ 15

t-tau 0.70 (0.59-0.80)" 0.80 (0.72-0.89)7P 23
Quanterix

p-taul8l 0.73 (0.63-0.84)' 0.94 (0.89-0.99)%P <.001
UGot (in house)

p-taul8l 0.76 (0.66-0.86)" 0.92 (0.87-0.98)* .004

p-tau231 0.86 (0.78-0.93) 0.90 (0.83-0.96) 38

Abbreviations: AUC, Area Under Curve; CI, Confidence Interval; CSF, Cerebrospinal Fluid; p-taul81, tau

phosphorylated at threonine 181; p-tau217, tau phosphorylated at threonine 217; p-tau231, tau

phosphorylated at threonine 231; t-tau, total tau; UGot, University of Gothenburg.

#P value of the comparison between the AUC of plasma and CSF of the same immunoassay (DeLong test).

We also assessed the AUCs differences (DeLong test) between the plasma tau immunoassays or CSF tau

immunoassays.

Significant differences between plasma tau
immunoassays:

a P <.001 vs Plasma p-tau231 (ADx)

b P <.05 vs plasma p-tau217 (Janssen)

¢ P <.001 vs plasma t-tau (Lilly)

d P <.001 vs plasma p-taul81 (Quanterix)
e P <.01 vs plasma p-taul81 (UGot)

f P <.001 vs plasma p-tau217 (Janssen)

g P<.001 vs plasma p-taul81 (Lilly)

h P <.01 vs plasma p-tau 217 (Lilly)

1 P <001 vs plasma p-tau231 (UGot)

j P <.05 vs plasma p-taul81 (Lilly)

k P <.001 vs plasma p-taul81 (UGot)

1 P <.01 vs plasma p-tau231 (UGot)

m P <.05 vs plasma p-taul81 (Quanterix)
n P <.05 vs plasma p-taul81 (UGot)

0 P <.01 vs plasma t-tau (Lilly)

p P <.05 vs plasma p-tau231 (UGot)

Significant differences between CSF tau
immunoassays:

r P <.05 vs CSF p-tau217 (Lilly)

s P <.01 vs CSF t-tau (Lilly)

t P <.05 vs CSF p-taul81 (Quanterix)
u P <.05 vs CSF p-tau217 (Janssen)
v P <.05 vs CSF t-tau (Lilly)

w P <.05 vs CSF p-taul81 (Lilly)

x P <.001 vs CSF t-tau (Lilly)

y P <.05 vs CSF p-taul81 (UGot)

z P <.05 vs CSF p-tau231 (UGot)

a P <.001 vs CSF p-taul81 (Quanterix)
B P <.01 vs CSF p-taul81 (UGot)
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Table S9. Participants’ characteristics of the BIODEGMAR cohort classified by the
CSF AB42/40 ratio

CSF A— CSF A+ Total P value
(n.= 65, 33%) (n= 132, 67%) (n=197)

Age, years 69.8 (6.72) 73.5(4.92) 72.3 (5.83) <.001
Female, n (%) 30 (46.2) 79 (59.8) 109 (55.3) .069
Education, years 8.65 (4.65) 8.17 (4.13) 8.33 (4.30) 47
APOE €4 carriers, n (%) 9(1%5) 76 (62.8) 85 (47) <.001
?eg;sat Symptom onset, 66.3 (7.01) 69.7 (5.79) 68.5 (6.40) 001
Symptom duration, years 3.23(2.97) 3.40 (2.88) 3.35(2.91) .70
MMSE 25 (22-28) 21 (18-24) 23 (19-26) <.001
AD CSF core biomarkers (Lumipulse)

Ap42/40 0.094 (0.079-0.10)  0.043 (0.037-0.05) 0.05 (0.04-0.078) <.001
p-taul81 (pg/ml) 40.3 (27.7-59.1) 103 (71.4-139.1) 81.8 (48.6-126.3) <.001
t-tau (pg/ml) 295.5(202.3-427.3) 638 (474.5-869.5) 515 (321.5-753) <.001

Abbreviations: AB, amyloid-f; A—, amyloid-f3 negative; A+, amyloid-f3 positive; CDR, Clinical Dementia
Rating; CSF, Cerebrospinal Fluid; MMSE, Mini Mental State Examination; p-taul81, tau phosphorylated
at threonine 181; t-tau, total tau.

Data are expressed as Mean (M) and Standard Deviation (SD) [age, education, age at symptom onset,
symptom duration], Median (M) and interquartile range (IQR) [MMSE, AD CSF core biomarkers] or
number of participants (n) and percentage (%) [sex, APOE &4 carrier status]. CSF (A+) profile was defined
by a CSF AB42/AB40 ratio <0.062 (as measured by Lumipulse, Fujirebio). MMSE was not available in 23
(11.7%) individuals. APOE &4 genotype was not available in 16 (8.1%) individuals.

P values tested the difference between AD CSF core biomarkers profile groups and were computed with a
t test (age, education, age at symptom onset, symptom duration), a Mann-Whitney U test (MMSE, AD CSF
core biomarkers) or a Chi square (sex, APOE &4 carrier status).

Clinical diagnosis CSF A— profile group (n = 65): 10 SCD, 32 MCI, 6 AD dementia, 3 LBD, 2 PSP/CBS,
5 bvFTD, 5 PPA, 1 CAA, 1 unclassifiable dementia.

Clinical diagnosis CSF A+ profile group (n = 132): 8 SCD, 50 MCI, 54 AD dementia, 1 LBD, 4 VCID, 5
PSP/CBS, 7 PA, 2 CAA, 1 unclassifiable dementia.

CDR of the CSF (A—) profile group (n=65): 12 CDR=0,32CDR =0.5,11 CDR=1,7 CDR =2, 3 CDR
=3.

CDR of the CSF (A+) profile (n = 132): § CDR =0, 45 CDR =0.5,44 CDR=1,32 CDR=2,3 CDR =3.
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Table S10. Plasma and CSF p-tau biomarkers (classified by the CSF AB42/40 ratio)

Tau biomarkers (pg/ml) (nczsg, 1;‘; %) (@ Slsfzi_;% ) (nT=0§ZI7) P value r %Inc.
ADx
Plasma p-taul 81 7.78 (4.59-13.2) 25.7 (18.1-36.3) 20.05 (9.12-30.4) <.001 0.63 230.3
CSF p-taul81 214 (158.9-394.7) 1069.1 (680.6-1373.7) 692.3 (303.5-1225.1) <.001 0.69 399.6
Plasma p-tau231 3.94 (2.76-5.58) 5.05 (3.31-7.45) 4.63 (2.94-6.60) .004 0.21 28.2
CSF p-tau231 47.1 (34.4-77.5) 164.8 (118-224.4) 123.4 (62.8-196.7) <.001 0.67 249.9
Janssen
Plasma p-tau217 0.024 (0.014-0.050) 0.110 (0.065-0.182) 0.070 (0.029-0.146) <.001 0.62 358.3
CSF p-tau217 2.33(0.72-4.78) 17.5 (10-29) 14.4 (5.37-24.8) <.001 0.59 651.1
Lilly
Plasma p-taul81 0.64 (0.52-0.95) 1.52 (1.04-2.08) 1.18 (0.72-1.85) <.001 0.54 137.5
CSF p-taul81 20.0 (14.4-33.1) 63.6 (43.5-88.3) 47.8 (27.3-76.4) <.001 0.68 218
Plasma p-tau217 0.16 (0.12-0.21) 0.48 (0.31-0.70) 0.36 (0.18-0.59) <.001 0.60 200
CSF p-tau217 4.12 (2.82-7.91) 29.2 (19.8-44.6) 20.1 (6.26-38.4) <.001 0.72 608.7
Plasma t-tau 27.2(23.1-39.8) 35.1 (28.4-46) 32.5(25.8-44.1) <.001 0.28 29
CSF t-tau 1022.2 (705.4-1528.1) 1903 (1377.6-2447.3) 1568.8 (1147.6-2260.4) <.001 0.53 86.2
Quanterix
Plasma p-taul 81 2.67 (1.74-3.54) 4.36 (3.28-5.44) 3.67 (2.70-5.05) <.001 0.43 63.3
CSF p-taul81 33.0 (24.8-57) 162 (103.3-222.5) 120.7 (45.4-192.4) <.001 0.69 390.9
UGot (in house)
Plasma p-taul81 11.8 (10.4-15.1) 15.2 (13.1-18) 14.7 (12.2-17.7) <.001 0.40 28.8
CSF p-taul8l 371.1 (327.0-516.8) 791.2 (605.2-936.7) 652.3 (411.7-855.9) <.001 0.66 113.2
Plasma p-tau231 6.68 (5.07-10.1) 12.4 (8.75-15.5) 10.7(7.37-14.4) <.001 0.53 85.6
CSF p-tau231 305.4 (189.6-470.0) 791.2 (605.2-936.7) 600.1 (372.5-875.1) <.001 0.63 159.1

33



Abbreviations: A—, amyloid-f negative; A+, amyloid-f positive; CSF, Cerebrospinal Fluid; p-taul81, tau phosphorylated at threonine 181; p-tau217, tau phosphorylated at threonine 217; p-
tau231, tau phosphorylated at threonine 231; t-tau, total tau; UGot, University of Gothenburg.

Data are expressed as median (M) and interquartile range (IQR). AD CSF profile was defined by a CSF AB42/A[40 ratio <0.062 (as measured by Lumipulse, Fujirebio). P values were
computed with a Mann-Whitney U test for all plasma or CSF biomarkers. The effect sizes of the comparisons were shown as » (which is calculated by dividing the absolute standardised test

statistic Z by the square root of the total number of individuals) and with the percentage (%) increase of the tau biomarker median in the A+ group compared to the A— group.
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Table S11. Discrimination accuracy (ROC analyses) of plasma and CSF tau
immunoassays (classified by the CSF AB 42/40 ratio)

Tau biomarkers All sample SCdDe’nl\:[eg:i’aAD (1? 9]1)03 nggt}/v[ gsIF
0 = 0 - . ’
AUC (95% CI) (n =197, 67% CSF A+) (n= 160, 70% CSF A+) A+)

ADx

Plasma p-taul81

0.89 (0.83-0.95)

0.91 (0.85-0.96)

0.90 (0.84-0.96)

CSF p-taul8l

0.92 (0.88-0.97)

0.92 (0.87-0.97)

0.91 (0.85-0.97)

Plasma p-tau231

0.63 (0.55-0.71)

0.63 (0.54-0.73)

0.63 (0.51-0.74)

CSF p-tau231

0.92 (0.87-0.96)

0.91 (0.85-0.96)

0.91 (0.85-0.97)

Janssen

Plasma p-tau217

0.88 (0.83-0.94)

0.90 (0.85-0.96)

0.90 (0.84-0.96)

CSF p-tau217

0.91 (0.86-0.97)

0.92 (0.85-0.99)

0.91 (0.85-0.98)

Lilly

Plasma p-taul81

0.84(0.77-0.91)

0.83(0.75-0.91)

0.82(0.74-0.91)

CSF p-taul8l

0.92 (0.87-0.96)

0.91 (0.85-0.96)

0.89 (0.82-0.95)

Plasma p-tau217

0.87 (0.80-0.93)

0.88 (0.81-0.95)

0.85 (0.77-0.94)

CSF p-tau217

0.95 (0.91-0.98)

0.95(0.91-0.99)

0.94 (0.90-0.99)

Plasma t-tau

0.67 (0.59-0.76)

0.63 (0.53-0.73)

0.63 (0.52-0.75)

CSF t-tau

0.83 (0.76-0.89)

0.81 (0.73-0.89)

0.76 (0.67-0.86)

Quanterix

Plasma p-taul81

0.77 (0.69-0.84)

0.75 (0.66-0.84)

0.72 (0.61-0.83)

CSF p-taul8l

0.93(0.89-0.97)

0.93 (0.88-0.98)

0.92 (0.86-0.98)

UGot (in house)

Plasma p-taul81

0.74 (0.66-0.82)

0.72 (0.63-0.82)

0.71 (0.60-0.82)

CSF p-taul8l

0.90 (0.86-0.95)

0.91 (0.86-0.96)

0.89 (0.83-0.96)

Plasma p-tau231

0.83 (0.76-0.89)

0.84(0.77-0.91)

0.82 (0.74-0.90)

CSF p-tau231

0.89 (0.84-0.94)

0.88 (0.82-0.94)

0.89 (0.83-0.96)

Abbreviations: A—, amyloid-f negative; A+, amyloid-f positive; AUC, Area Under the Curve; CSF,
Cerebrospinal Fluid; p-taul81, tau phosphorylated at threonine 181; p-tau217, tau phosphorylated at
threonine 217; p-tau231, tau phosphorylated at threonine 231; t-tau, total tau; UGot, University of
Gothenburg.

ROC curve analyses to test whether each of the plasma or CSF tau biomarkers individuals discriminates
between individuals with a CSF A+ profile from a CSF A— profile, which was defined by a CSF
AB42/ABA40 ratio <0.062 (as measured by Lumipulse, Fujirebio). ROC analyses were performed in the
whole BIODEGMAR sample (CSF A+ profile: n =132, CSF A— profile: n = 65); in a subset including the
syndromes of the Alzheimer’s continuum, namely, SCD, MCI and AD dementia (CSF A+ profile: n= 112,
CSF A— profile: n = 48); and in a subset including SCD and MCI syndrome (CSF A+ profile: n= 58, CSF
A— profile: n = 42).
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Abstract

INTRODUCTION: This study examined the relationship between blood-brain-barrier
permeability (BBBp), measured by cerebrospinal fluid/serum albumin ratio (QAIb), and
cognitive decline progression in a clinical cohort.

METHODS: This prospective observational study included 334 participants from
the BIODEGMAR cohort. Cognitive decline progression was defined as an increase
in Global Deterioration Scale and/or Clinical Dementia Rating scores. Associations
between BBBp, demographics, and clinical factors were explored.

RESULTS: Male sex, diabetes mellitus, and cerebrovascular burden were associated
with increased log-QAlb. Vascular cognitive impairment patients had the highest log-
QAlb levels. Among the 273 participants with valid follow-up data, 154 (56.4%) showed
cognitive decline progression. An 8% increase in the hazard of clinical worsening was
observed for each 10% increase in log-QAlb.

DISCUSSION: These results suggest that increased BBBp in individuals with cognitive
decline may contribute to clinical worsening, pointing to potential targeted therapies.
QAIb could be a useful biomarker for identifying patients with a worse prognosis.
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1 | BACKGROUND

Cognitive impairment (Cl) and dementia, including Alzheimer’s dis-
ease (AD), are major causes of disability and dependency worldwide,
affecting millions of people and their families.! The impact of these
conditions on quality of life is substantial and represents a signifi-
cant public health challenge. The blood-brain barrier (BBB) plays a
crucial role in maintaining brain homeostasis and health by regulat-
ing the exchange of molecules into and out of the brain parenchyma.?
Disruption of the BBB may contribute to the development and progres-
sion of Cl and dementia.? Vascular risk factors and cerebrovascular
pathology are common in all stages of Cl and dementia and have
been shown to affect BBB integrity.*"® Previous studies reported an
increase in BBB permeability (BBBp) in individuals with CI.37-? More-
over, cerebrovascular pathology and BBB dysfunction have been linked
to AD pathophysiology.2%11 The cerebrospinal fluid (CSF)/serum albu-
min ratio (QAIb) is a widely used parameter for measuring BBBp with
respect to large molecules.’?~14 Due to its reproducibility and relative
ease of determination in clinical laboratories, it may be useful in studies
of cognitive decline and other neurological diseases.'215-20 However,
its clinical utility has not been well established.

The primary objective of this study was to assess the association
between BBBp (as measured by QAIlb) and the risk of progression
of cognitive decline in a clinical cohort of individuals with cogni-
tive decline at different stages, from subjective cognitive decline to
severe dementia. Our secondary objective was to explore the indepen-
dent relationship between BBBp and demographic, clinical, vascular,
etiologic, and radiological factors.

By investigating the relationship between BBBp and cognitive
decline progression in a real-world clinical cohort, this study aimed to
increase knowledge on the underlying mechanisms of Cl and demen-
tia and to identify potential biomarkers that may be useful in patient

management.

2 | METHODS
2.1 | Participants and study design

We conducted a prospective observational study of patients consecu-
tively included in the BIODEGMAR cohort?! between September 2017
and September 2021. The BIODEGMAR is an observational longitudi-
nal study that enrolls individuals with memory complaints or cognitive
decline admitted at the Cognitive Decline and Movement Disorders
Unit, Department of Neurology, Hospital del Mar (Barcelona, Spain). As
a clinical cohort of a memory unit, the BIODEGMAR cohort includes
participants with a high heterogeneity in demographics, comorbidities,
and disease presentations, reflecting a real-world scenario. Inclusion
criteria: (i) subjects evaluated in the Cognitive Decline and Movement
Disorders Unit at Hospital del Mar included in DEGMAR register
(see eMethods in Supplement 1); (ii) signed informed consent; (iii)
meet diagnostic criteria for the following syndromes and conditions

(see ‘clinical diagnostic’). Exclusion criteria: (i) >80 years old; (ii) any

THE JOURNAL OF THE ALZHEIMER’S ASSOCIATION

RESEARCH IN CONTEXT

1. Systematic review: The authors conducted a com-
prehensive literature review using traditional sources
(eg, PubMed) to explore blood-brain-barrier permeabil-
ity (BBBp) and albumin quotient (QAIlb) in cognitive
decline. Despite numerous publications on this topic, few
have investigated their significance in real-world mem-
ory clinic populations. Relevant publications are cited
throughout the manuscript.

2. Interpretation: In this longitudinal observational study
in a memory clinic population, we found that increased
BBBp was associated with cognitive decline progres-
sion. This suggests that QAIb could serve as a potential
biomarker for identifying individuals at higher risk of cog-
nitive decline progression and that increased BBBp may
be linked to clinical worsening.

3. Future directions: Additional research should focus on
understanding the underlying mechanisms of increased
BBBp and developing effective therapeutic strategies tar-
geting BBB dysfunction in patients with cognitive decline.
Future studies should investigate the potential role of
QAIb as a prognostic biomarker in clinical settings, which
could lead to improved patient assessment and manage-

ment.

contraindication for lumbar puncture; (i) do not agree with study pro-
cedures. The procedures of the BIODEGMAR study include a clinical
visit, an extensive neuropsychological evaluation, magnetic resonance
imaging (MRI), APOE genotyping, a lumbar puncture for CSF collection,
and blood sampling.22 A comprehensive description of the BIODEG-
MAR cohort, the inclusion and exclusion criteria, study procedures, the
core AD CSF biomarkers measurements, and cutoffs determination can

be found in the eMethods in the Supplement 1.

2.2 | Sociodemographic and clinical data

The sociodemographic and clinical information was collected using an
extensive structured questionnaire.?! Briefly, we collected sociode-
mographic information including sex, age, years of education, and
vascular risk factors such as hypertension, diabetes mellitus type 2
(DM), hyperlipidemia, and active smoking habit.

2.3 | Clinical diagnosis
Participants in the BIODEGMAR cohort with a Global Deterioration

Scale (GDS) > 122 and the following clinical diagnosis were included

in the current study: subjective cognitive complaints (n = 21)23; mild
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cognitive impairment syndrome (MCI; n = 110)2%; AD-type dementia
(possible, probable, and atypical presentation; n = 120)2°; behavioral
variant Frontotemporal Dementia (n = 12)2%; primary progressive or
progressive aphasia (logopenic, progressive non fluent, and semantic
variants; n = 17)?7; Lewy body dementia (LBD; n = 9)?8; corticobasal
syndrome (CBS)2? and progressive supranuclear palsy (PSP) (n = 8);
vascular cognitive impairment and dementia (VCID; n = 12)3; and
cerebral amyloid angiopathy (CAA; n = 11).32 Individuals with other
causes of dementia or with an unspecified clinical diagnosis were
included as “other” (n=9).

2.4 | Core AD CSF biomarkers

Core AD CSF biomarkers (AB42/40, p-tau1l81 and t-tau) were mea-
sured at the Laboratori de Referéncia de Catalunya with Lumipulse,
Fujirebio.?! AD was biologically defined (b-AD) according to CSF amy-
loid beta (AB) 42/p-taul81 ratio < 10.25,%% regardless of clinical
diagnostic. Extensive information about core CSF AD biomarkers and
cutoffs are included in eMethods Supplement 1.

2.5 | QAIb (CSF/serum albumin)

Serum albumin was measured by colorimetric method using bromocre-
sol green. CSF albumin was measured by the immunoturbidimetry
method. Both serum and CSF albumin measurements were performed
with Cobas-Hitachi automated reagents and systems (Roche Diagnos-
tics GmbH). Higher levels of QAlb point to increased BBBp.13

2.6 | Neuroimaging and cerebrovascular burden
(CVB)

Brain MRI was performed in all participants, except in cases with con-
traindication (eg, pacemaker, MRI-incompatible aneurysm clips, and
claustrophobia). In case of contraindication for MRI, head CT scan was
performed as part of the clinical diagnostic process. Structural MRI
scans were acquired on 1.5 T (General Electric Signa Explorer) or 3T
(Philips Achieva). The imaging protocol included T1- and T2-weighted
sequences, high-resolution T1 3D, diffusion-weighted images, FLAIR
imaging, gradient echo, and/or ven-Bold sequences. CVB was defined
as the presence of extensive white matter hyperintensities as a sub-
cortical and/or periventricular Fazekas’ score®* higher than 1 and/or
presence of any brain vascular infarct or hemorrhagic lesion including

microbleeds.3°

2.7 | Follow-up and neuropsychological controls

A clinical visit after lumbar puncture was performed (2 to 8 weeks).
Follow-up visits, including clinical and neuropsychological evaluations,
were conducted yearly (12 + 2 months). According to clinical and
neuropsychological evaluations, Global Deterioration Scale (GDS) and

36 were assessed to deter-

Clinical Dementia Rating (CDR; global score)
mine the cognitive decline stage. The endpoint for longitudinal analyses
was progression of cognitive decline, which was defined as a binary
variable, with patients undergoing any increase in GDS and/or CDR
scales during the follow-up being considered as progressors and those
without increase in these scales as nonprogressors. Other clinical vis-
its were performed at a neurologist’s discretion depending on clinical
necessities. Clinical records were reviewed to check on the possible
progression of cognitive decline before annual visits. The present study
followed up patients until September 2022. We only included those
subjects with GDS and CDR scores lower than 6 and 3, respectively,
where a GDS score of 6 indicates a severe dementia stage and a CDR
of 3 is the highest possible. We defined a minimum time of follow-up
of 12 months. All cases were reviewed at the conclusion of follow-up
to confirm cognitive decline progression and rule out fluctuations of

symptoms (n = 5).

2.8 | Standard protocol approvals, registrations,
and patient consent

The DEGMAR register and the BIODEGMAR study were approved by
the Drug Research Ethics Committee (CEIm), Barcelona (CEIm PSMAR,
project code 2018/7805l). All participants (and/or a representative
when appropriate), provided written informed consent approved by
our local ethics committee (CEIm PSMAR).

2.9 | Statistical analysis
2.9.1 | Sample characteristics

In the descriptive analyses, we present data as medians (interquar-
tile range) for continuous variables and as frequencies (percentage) for
categorical variables. As we show in Figure 1, QAlb levels had a left-
skewed distribution, and we applied the log, transform, which is used

henceforth as the variable of interest (log-QAlb).

2.9.2 | Cross-sectional association between BBBp
and main clinical factors

We first conducted a series of univariate analyses to assess which clini-
cal factors or diagnoses were associated with QAlb at the baseline visit
(cross-sectional analysis, N = 334). To that end, we used Spearman’s

correlation, t, or ANOVA tests, as appropriate.

2.9.3 | Longitudinal effect of BBBp on risk of
cognitive decline progression

In the second part of the analysis, we focused on a subset of patients
with valid follow-up data (longitudinal analysis, N = 273). These
patients were followed up until September 2022, and we registered
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FIGURE 1

the incidence of cognitive decline progression. Longitudinal data were
right censored at the third year of follow-up to avoid an excessive
number of censored patients. We first used Kaplan-Meier curves to
observe which clinical variables were associated with the progression
of cognitive decline within the follow-up, and significance levels were
estimated using the log-rank test. The cognitive decline progression
rate is presented as 1 (survival function) and 95% confidence intervals
(Cls). For the univariate analysis, continuous variables were split into
tertiles (post hoc comparisons were corrected for family-wise error
with Bonferroni adjustment). We subsequently built multivariate Cox
regression models to estimate the effect of QAlb on clinical progression
after adjusting for potential confounders that were selected according
to the univariate analysis (p <.1) or previous literature. Therefore, the
scope model was fully adjusted for age, sex, education, hypertension,
diabetes, hyperlipidemia, b-AD, CDR scale, cerebrovascular burden,
and log-QAlb. Variables were selected via a forward stepwise algo-
rithm, and the metric of interest was the Akaike information criterion.
We chose to adjust this multivariate model only for the baseline CDR
instead of both the CDR and GDS scores to avoid having to deal with
collineary. For the last model, we checked Schoenfeld and deviance
residuals to detect potential violations, discard outliers, and confirm
the proportional hazard assumption. We set the a value at 0.05. A team
of two biostatisticians reviewed all statistical analyses (JJ-B, A.O.). All
the statistical analyses were done with R software (R version 4.2.1;
Copyright (c) 2022 The R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria).

3 | RESULTS
3.1 | Participant characteristics

From September 22, 2017 to September 29, 2021, a total of 360 indi-
viduals were included in the BIODEGMAR cohort, 350 with GDS > 1.
For this study, we excluded 11 participants with undetermined plasma
or CSF albumin levels, three cases of rapidly progressive dementia
caused by Creutzfeldt-Jakob disease (CJD), one case with a dis-
seminated neoplastic disease, and one case with an active systemic

inflammatory disease.
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TABLE 1 Main characteristics of sample (N = 334).
Age 74.0[69.0;77.0]
Sex, Female 195 (58.4%)
Education, years 8.00[6.00; 10.0]
Hypertension 186 (55.7%)
Diabetes mellitus 72 (21.6%)
Hyperlipidemia 167 (50.0%)
Active smoker 28 (9.36%)
Cerebrovascular burden 121 (38.2%)
b-AD 217 (65.0%)
ApoE-¢4 carrier 114 (45.8%)
GDS score
2 27 (8.08%)
3 128 (38.3%)
4 125 (37.4%)
5 41(12.3%)
6 13(3.89%)
CDR score
0 26(7.78%)
0.5 127 (38.0%)
1 86 (25.7%)
2 78(23.4%)
3 17 (5.09%)

Note: Values represent medians (interquartile range) or numbers (percent-
age) according to type of each variable. Missing data: education, five cases;
smoking, 35 cases; cerebrovascular burden, 17 cases; ApoE polymorphism:
85 cases.

Abbreviations: b-AD, biologically defined AD (according to abnormal CSF
AB42/p-Taul81 ratio; CDR, clinical dementia rating scale; GDS, global
deterioration scale.

3.2 | Sample characteristics

Table 1 shows the main demographic, clinical, and radiological charac-

teristics of the sample (N = 334); the median age was 74 years (Q1-Qs:
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FIGURE 2 Cross-sectional differences in levels of Qalb for main clinical variables. (A) Differences in Qalb levels for main vascular and
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for GDS and CDR scales; p values were obtained with ANOVA tests. In both panels, the y axis (Qalb levels) were log-scaled.

69 to 77), and 195 (58.4%) were females. Median QAlb was 4.75 mg/g
(Q1-Q3: 3.66 t0 6.58).

3.3 | Cross-sectional association between BBBp
and main clinical factors

We first analyzed which of the clinical variables included in Table 1
were associated with log-QAlb levels and found that males presented
higher permeability levels than females (Figure 2A). Similarly, the
presence of DM and CVB was associated with increased log-QAlb
(Figure 2A). On the other hand, clinical staging according to GDS or
CDR did not affect log-QAlIb levels (Figure 2B). Neither age (r = 0.02,
p=0.655) nor years of education (r=0.06, p = 0.250) were significantly
correlated with BBBp as measured by log-QAlb. We finally compared

how log-QAlb levels differed between subjects according to their clin-

ical diagnosis, finding global significant differences across groups (F
(9324) = 2.89, p = 0.003). Post hoc comparisons revealed that VCID
patients had the highest levels of log-QAIlb and were significantly dif-
ferent compared to the AD-type dementia group, which presented the
lowest levels of log-QAIb together with the progressive aphasia group
(Figure 3).

3.4 | Longitudinal effect of BBBp on risk of
cognitive decline progression

Among 334 cases, we followed up with 273 (81.7%) patients within 3
years (median follow-up [Qq to Q3]: 17 months [12.5 to 29]), represent-
ing 5675 patient-months. A total of 61 participants were excluded from
this analysis, 48 participants because they did not have a minimum

follow-up of 12 months and 13 participants due to advanced dementia
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stage at baseline. Twenty-nine participants were censored due to loss
of follow-up (n = 18) or death (n = 11).

We detected 154 (56.4%) patients showing progression of cognitive
decline, which represents an event rate of 65.7% in the whole sam-
ple at the end of the follow-up (95% Cl: 58.6% to 71.7%, Figure 4A).
In Table 2 we show the effect of the main clinical variables on the risk
of cognitive decline progression. As we visually represent in Figure 4B,
patients with higher BBBp presented an increased rate of progression
at the end of the follow-up (log-rank p value = .020). In post hoc pair-
wise comparisons, we found that this result was driven by patients with
log-QAlb < 3.61 (first tertile: cognitive decline progression rate at 3
years = 54%) as compared to patients with log-QAIlb > 6.62 (third ter-
tile: cognitive decline progression rate at 3 years = 73%, log-rank p
valueggnferroni = -02). An AD core biomarker profile in CSF (b-AD), ApoE-

¢4 carrier status, and higher GDS or CDR score were all associated with
progression of cognitive decline as well (Table 2).

After adjusting for variables that were associated with clinical wors-
ening in the univariate analysis or that have been described to increase
the risk of cognitive decline (age, sex, years of education, hyperten-
sion, diabetes, hyperlipidemia, b-AD, CDR scale, and CVB), we analyzed
the independent effect of BBBp on this progression. Variables were
selected for inclusion in the final regression model using a forward
stepwise algorithm, and only sex, b-AD, CDR, and log-QAIb were found
to be significant predictors of cognitive decline progression in our
cohort. As we show in Table 3, for each 10% increase in log-QAlb lev-
els we observed an 8% increase in the hazard of clinical worsening
(95% Cl = 1.04 to 1.13, p < 0.001). Similarly, female sex was associated

with increased risk of cognitive decline progression such that females
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TABLE 2 Effect of main clinical variables and Qalb on risk of clinical decline progression (N = 273).

Variable CDP rate (95% Cl) P

Age, years

Tertile 1[50, 69] 0.56(0.45;0.67) 0.1599

Tertile 2[70, 77] 0.73(0.63;0.83)

Tertile 3[78, 84] 0.69 (0.56;0.82)

Sex, female
Yes 0.65(0.55;0.75) 0.3338
No 0.67(0.59;0.75)

Education, years

Tertile 1[0, 6] 0.64(0.53;0.75) 0.2833

Tertile 2[7, 10] 0.76(0.66;0.86)

Tertile 3[11, 20] 0.56 (0.44;0.68)

Hypertension
Yes 0.66(0.57:0.75) 0.7579
No 0.65(0.55;0.75)

Diabetes
Yes 0.73(0.6;0.86) 0.2950
No 0.63(0.56;0.7)

Hyperlipidemia
Yes 0.71(0.62;0.8) 0.3878
No 0.6 (0.5;0.7)

Active smoker
Yes 0.7(0.51;0.89) 0.1535
No 0.66(0.59;0.73)

Variable CDP rate (95% Cl) P

QAIb, mg/g

Tertile 1[1.52, 3.61] 0.54(0.43;0.65) 0.0199
Tertile 2[3.61, 6.62] 0.71(0.6;0.82)

Tertile 3[6.62, 17.80] 0.73(0.62;0.84)

GDS score

2 0.19(0.02;0.36) <0.0001
3 0.62(0.52;0.72)

4 0.77 (0.67;0.87)

5 0.84(0.7;0.98)

CDR score

0 0.2(0.02;0.38) 0.0001
0.5 0.62(0.52;0.72)

1 0.76 (0.65;0.87)

2 0.8(0.67;0.93)

CvB

Yes 0.76 (0.66;0.86) 0.1217
No 0.64(0.55;0.73)

b-AD

Yes 0.8(0.73;0.87) <0.0001
No 0.38(0.27;0.49)

ApoE-c4

Yes 0.77 (0.68;0.86) 0.0008
No 0.51(0.41;0.61)

Note: Values represent rate of clinical progression at third year of follow-up according to Kaplan-Meier estimator (1 — survival rate) and 95% confidence
intervals for each variable and group. Significance levels were calculated using log-rank test. Continuous variables (Qalb, age, and education) were split into
tertiles. Missing data: education, three cases; smoking, 25 cases; cerebrovascular burden, 14 cases; ApoE polymorphism, 61 cases.

Abbreviations: b-AD, biologically defined AD (according to abnormal CSF AB42/p-Tau181 ratio); Cl, confidence interval; CDP, clinical decline progression;
CDR, clinical dementia rating scale; CVB, cerebrovascular burden; CDR, clinical dementia rating scale; log-QAIb, log-scaled CSF/serum albumin ratio.

TABLE 3 Cox regression models showing effect of BBBp on risk of
cognitive decline progression (N = 273).

HR (95% Cl) P
Sex, female 1.63(1.12;2.36) 0.0099
Log-QAlb, 10% increase in Qalb 1.08 (1.04;1.13) 0.0003
Alzheimer’s disease 2.09(1.39;3.13) 0.0004
CDR Score =0.5 2.92(1.05;8.16) 0.0408
CDR Score=1 3.23(1.13;9.21) 0.0286
CDR Score =2 4.67 (1.62;13.47) 0.0043

Note: The dependent variable was the incidence of CDP within 3 years, and
values represent hazard ratios, 95% confidence intervals, and p values. Vari-
ables were selected via a forward stepwise algorithm, where the metric of
interest was the Akaike information criterion and the scope model was fully
adjusted for age, sex, education, hypertension, diabetes, hyperlipidemia,
Alzheimer’s disease, CDR scale, cerebrovascular burden, and log-Qalb. In
this table we show the final model at the last iteration.

Abbreviations: BBBp, blood-brain-barrier permeability; Cl, confidence
interval; CDR, clinical dementia rating scale; HR, hazard ratio; log-QAlb,
log-scaled CSF/serum albumin ratio.

showed a 1.63-fold increased hazard of progression at the end of the

follow-up as compared to males (Table 3).

4 | DISCUSSION

In our study, we found that QAIb was positively associated with male
sex, DM, and CVB. We did not observe any association with AD CSF
profile, nor with Cl severity. Notably, we found that increased BBBp

was independently associated with progression of cognitive decline.

4.1 | Cross-sectional association between BBBp
and main clinical factors

Associations between QAIlb, male sex,2%37%8 and vascular risk fac-
tors were previously described.'8-203%40 |n our study, although only
the association of log-QAlb with DM reached statistical significance,
QAlb was positively associated with all vascular risk factors (HTA, DM,
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hyperlipidemia, and being active smoker). Moreover, patients with CVB
showed higher QAIb levels, in line with previous studies.3?4° In addi-
tion, we found higher Qalb levels in patients with a clinical diagnosis of
VCID, as previously reported in similar studies.1®:17:37

On the other hand, clinical staging according to GDS or CDR
was not associated with QAlb, neither age nor b-AD. To the best of
our knowledge, no recent studies evaluated BBBp and Cl syndrome
caused by diverse etiologies at several stages, as we did in this study.
Although most participants were classified as being between prodro-
mal and mild to moderate dementia stages, observing a lower number
of participants with subjective cognitive complaints (SCD) or advanced
dementia stages (27 GDS 2, 13 GDSé6), we find these numbers suffi-
ciently robust. Our results might suggest that increased BBBp reaches
a limit in mild dementia stages. However, it is important to point out
that clinical diagnoses at each functional stage are diverse. Thus, we
cannot rule out a relationship between QAIb and GDS or CDR scores
within each specific group. Previous works showed a positive associ-
ation of QAlb with aging.38*! In our study, we found no association,
probably because of a relative short range of age distribution in our
sample, which included patients visiting at a memory unit with a low
number of young patients. We found no association between biolog-
ically defined AD (as AD CSF profile regardless of clinical diagnosis)
and QAIb. Previous studies described altered BBBp in AD patients,
from preclinical to dementia stages.*! These findings were consis-
tent with results obtained in animal models that proposed amyloidosis
as a potential factor contributing to increased BBBp.8*2 However,
recent studies do not support this hypothesis when BBBp is measured
through determination of QAIb, which indicates increased BBBp to
large molecules. A meta-analysis by Olson et al.12 suggested that there
was no significant change in QAlb levels in AD compared to other neu-
rological diseases.'® Three additional studies'®8:1 reported that this
association was more likely related to the well-known coexistence of
AD and vascular risk factors rather than being an AD-specific patho-
physiology. Our results support these findings, although we cannot
rule out an association of increased BBBp and AD pathophysiology
within the AD continuum, as our cohort did not include a cognitively
unimpaired population.

4.2 | Longitudinal data and associations of BBBp
with increased risk of cognitive decline progression

Multiple studies have analyzed possible predictors that identify sub-
jects at higher risk of clinical worsening, most of them in the AD
continuum assessing AD pathology-related fluid biomarkers as well as
imaging biomarkers such as the dementia conversion-related pattern
(ADCRP) on [18F] Fluorodeoxyglucose Positron Emission Tomography
(FDG PET).*3-%7 Our results show factors already described as strongly
associated with progression of cognitive decline such as b-AD (abnor-
mal AB42/p-Taul81 ratio), APOE-¢4 carrier status, and female sex.*8
Abnormal levels of core AD CSF biomarkers are related to a higher risk
of progression to dementia among SCD and MCI patients.*?~>¢ Inter-

estingly, our results show an association between female sex and worse
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clinical prognosis, in line with previous evidence,?” although this effect
might be modulated by sociodemographic aspects, suggesting a role
of modifiable risk factors.>” Despite the growing interest in sex differ-
ences in cognitive decline, particularly in the AD continuum, there is a
need for further epidemiological and clinical data to achieve a deeper
understanding of this topic. Finally, our data showed a higher risk of
cognitive decline progression as CDR increased. In recent years, few
studies have compared the risk of clinical progression across different
stages of cognitive impairment. A recent study>® proposed a model of
disease progression in the AD continuum, although it did not include
the progression risk within dementia stages. A previous work showed
that the risk of institutionalization and death increases with age and
severity stage.’? In our opinion, a better knowledge of prognostic fac-
tors during dementia stages of cognitive decline is needed, as patient
management and the need of support change notably.

The results of our study show that increased BBBp, which is asso-
ciated with vascular risk factors and CVB, is independently associated
with a worse prognosis in individuals with cognitive decline. QAlb has
been associated with a poorer prognosis in other neurological diseases
such as spinal amyotrophic lateral sclerosis or multiple sclerosis.t%¢
To the best of our knowledge, this is the first time that QAlb has been
related to the progression of cognitive decline. Moreover, the associ-
ation between increased BBBp and clinical progression was observed
independently of b-AD. These results highlight the role of vascular
pathophysiological mechanisms in neurodegenerative, vascular, and
mixed etiologies of cognitive impairment.*1%11 Of note, other fluid and
imaging biomarkers of BBB alterations have provided valuable insights
into the contributions of vascular dysfunction to cognitive decline and
AD in recent years. Dynamic contrast-enhanced MRI (DCE-MRI) pro-
vides a method to estimate the index of BBB permeability (Kt@"s) at
the voxel level.? Using this technique, previous studies found that BBB
disruption started at the early stages of the disease in AD-signature
regions of brain such as the hippocampus and the parahippocampal
gyrus,”? finding differences between patients with a CDR of 0 and 0.5
independently of Tau and AB markers. Moreover, the soluble platelet-
derived growth factor 8 (sPDGFRg), which is a marker of pericyte
injury,”¢3-66 is increased during the AD continuum, including early
stages,®* and correlates with age and BBB breakdown as measured
by Ktrans and Qalb.63¢7 Interestingly, patients with progressive MCI
show higher CSF sPDGFRg levels as compared to non-progressors.®3
Moreover, baseline levels of SPDGFRf in APOE-¢4 carriers predicted
future cognitive decline after controlling for Ag and Tau status.®® Alto-
gether, Qalb, K" and sPDGFRJ might represent different aspects
of physiopathological mechanisms involved in BBB disruption, which
encourages study of their complementarity as markers of vascular
dysfunction in cognitive impairment.

Our results may have important implications for the clinical man-
agement of patients with cognitive decline. Given the paradigm shift
that the arrival of disease-modifying therapies may entail soon, novel
biomarkers for a better characterization of patients are needed.
The AT(N) system®’ might incorporate novel biomarkers of other
pathophysiological mechanisms such as synaptic loss, neuroimmune

62,70

dysregulation, or BBB dysfunction, evolving toward an ATX(N)
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system®”?’1 in which vascular dysfunction would be represented as
V1571 Qur findings point to the possible use of QAIb as a vas-

cular biomarker of BBB alteration in the ATV(N) system,”!

pro-
viding important clinical insight on this regard besides a better
characterization.?7? Inindividuals in the AD continuum, it might iden-
tify those individuals at higher risk of a more aggressive disease course.
In addition to this, QAlb might serve as a prognostic biomarker among
other neurodegenerative, vascular, and mixed etiologies beyond the
AD continuum. Identifying AD-negative individuals at high risk of clin-
ical worsening through this marker holds clinical relevance, as there is
a lack of prognostic biomarkers in these groups of patients. However,
further studies focusing on the potential role of Qalb as a prognostic
biomarker in other more homogeneous clinical cohorts with a larger
number of patients is needed.

Our study is not free of limitations. First, as an observational study,
our results do not establish causality, and the possibility of confound-
ing factors cannot be ruled out. Additionally, as our sample size was
relatively small, it would be important to investigate whether our
findings are generalizable to other populations. It is also important
to note that our sample consisted primarily of individuals with clin-
ical diagnoses within the AD continuum, and the relatively limited
number of participants with other diagnoses may limit the generaliz-
ability of our results. However, our cohort reflects the characteristics
of a real-world clinical memory unit, with a higher heterogeneity of
demographic, comorbidities, and clinical presentations compared to
research cohorts.

In conclusion, our study highlights the potential clinical utility of
QAlb for identifying individuals at higher risk of progression of cogni-
tive decline, suggesting that increased BBBp may contribute to clinical
worsening and represent a potential therapeutic target. Further stud-
ies are needed to explore the underlying mechanisms of increased
BBBp and to develop effective therapeutic strategies targeting BBB
dysfunction in patients with CI.
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Aquesta tesi se centra en l'estudi de nous biomarcadors de la MA i de
biomarcadors vasculars en fluid per a la millora del diagnostic i de la prediccio
del pronostic en pacients amb DC en un context assistencial. Els objectius
proposats s’han realitzat mitjangant la generacié d’una cohort clinica de pacients
amb DC (cohort BIODEGMAR) i la realitzacio d’estudis dels quals han derivat els

treballs exposats préviament.

La cohort BIODEGMAR inclou a data de 29 d’'abril de 2024 un total de 611
participants, el 57.8% dels quals s6n dones, amb una mitjana d’edat de 72.5
anys. La majoria dels participants tenen un diagnostic clinic de DCL o MAdm
(67.1%). El protocol de I'estudi comporta un adequat fenotipat dels participants
aixi com I'obtencié de dades cliniques longitudinals en un context assistencial.
La cohort BIODEGMAR ha facilitat durant els darrers anys la realitzacié de
diversos projectes i estudis en I'ambit clinic del DC, especialment pel que fa a la
recerca de biomarcadors en fluid, alhora que s’han facilitat les dades de la

mateixa per a estudis col-laboratius(86,132,182—187).

Pel que fa al primer treball presentat, s’analitza la capacitat diagnostica de
nous biomarcadors de MA en sang prenent com a referéncia els biomarcadors
de MA en liquid cefalorraquidi (LCR) d’us habitual. Per fer-ho, es realitza un
diagnostic bioldgic de MA en 197 casos de la cohort BIODEGMAR, classificant-
los com a “perfil LCR indicatiu de MA” o bé “perfil de LCR no indicatiu de MA”
segons el seu rati de Ap42/p-tau181 en LCR amb el punt de tall d’ds habitual a
la cohort (AB42/p-tau181 en LCR < 10.25 indicatiu de MA). Posteriorment, es
mesuraren un total de 9 assajos de p-tau en sang i en LCR i es compara la seva
capacitat de discriminacié del perfil biologic de MA en LCR en un disseny “head-

to-head” .
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Els resultats indiquen que els individus amb un perfil de LCR indicatiu de
MA presenten nivells més alts de p-tau en plasma i LCR en comparacié amb
aquells sense aquest perfil. Tots els biomarcadors p-tau en sang discriminaven
els pacients amb un perfil de LCR de MA dels que no tenen aquest perfil d’'una
forma estadisticament significativa. En particular, Janssen p-tau217, ADx p-
tau181 i Lilly p-tau217 en sang mostren la capacitat de discriminacié més alta
per detectar MA definida biologicament (AUC 0.96; 0.94 i 0.94 respectivament).
A més, Janssen p-tau217, ADx p-tau181, Lilly p-tau217, Lilly p-tau181 i U GOT
p-tau231 en plasma demostren rendiments comparables als seus equivalents en

LCR.

El segon treball explora la relacié entre 'augment de pBHE mesurat amb
un biomarcador en fluid (QAIb, quocient entre albumina en LCR i sang) i el
pronostic del DC en 334 pacients no seleccionats de la cohort BIODEGMAR. Es
defini la progressio del DC com l'augment en la puntuacio en escales CDR i/o
GDS. En un primer analisi transversal, s’'observa que el sexe masculi, la diabetis
i la preséncia de MCV a la neuroimatge s’associava de forma significativa amb
augment de pBHE. Els pacients amb diagndstic clinic de DCV mostraven els

nivells més elevats de Qalb, indicant una major pBHE.

En l'analisi amb dades longitudinals, que inclogué 273 pacients amb una
mediana (Q1-Q3) de seguiment de 17 mesos (12.5-29) i un total de 5675
pacients-mes, 154 (56.4%) van presentar progressié del DC. L'increment de
pBHE mesurat per Qalb, un perfil de biomarcadors de MA en LCR patologic, el
grau de DC al'inici del seguiment i I'estatus de portador d’APOE-¢4 s’associaven
significativament amb la progressié del DC. Es realitzaren analisi multivariats

ajustats que mostraren que només el sexe, el diagnostic biologic de MA, I'escala
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CDR i Qalb es van associar de forma independent amb la progressio del DC de
forma estadisticament significativa. S’observa una associacio significativa de
log-Qalb amb la progressié del DC, amb un 8% d’augment de risc de progressio

per cada 10% d’increment de log-Qalb.
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La cohort BIODEGMAR, iniciada el 2017 i que actualment ha incldos més de
600 pacients amb DC per diferents causes és d’un alt valor en la recerca clinica
i translacional en I'ambit del DC. El protocol de I'estudi és exhaustiu i implica un
acurat fenotipat dels participants, conjuntament amb l'obtencié de mostres
bioldgiques en diferents matrius i de material genétic. Alhora, el seguiment dels
pacients facilita I'obtencié de dades longitudinals d’alt interés per a estudis sobre

factors que poden influir en seu prondstic.

Tot aquest esforg ha permés durant els darrers anys la realitzacié de diversos
estudis propis i col-laboratius prenent com a base les dades i mostres de la
cohort BIODEGMAR. Es pot afirmar que avui en dia, la cohort BIODEGMAR és
una de les millors caracteritzades amb biomarcadors en sang a nivell

internacional.

Les caracteristiques generals de la cohort son esperables atenent als criteris
de seleccid, que impliquen la inclusié dels participants fonamentalment en el
procés de diagnostic de DC en un marc assistencial. D’aquesta manera, el gruix
del la cohort la conformen pacients amb diagndstic de DCL i DC moderat, la
major part amb criteris clinics de MAdm. En els casos amb diagnostic de DCL, el
resultat dels biomarcadors en LCR, fent servir el criteri del rati Ap/p-tau181, sén
indicatius de patologia Alzheimer en el 55.7% dels casos, proporcié similar a
'esperable segons estudis previs(14,188). Respecte els casos de MAdm, el
89.7% tenien un perfil de biomarcadors en LCR compatible amb MA. Aquest
resultat reforca el diagnostic clinic de la MAdm després d’un protocol diagnostic
adequat. A diferéncia de les indicacions d’estudi de biomarcadors en LCR
estrictament cliniques, a I'Hospital del Mar s’oferia I'estudi als casos amb

diagnostic de MAdm tipica en fase lleu com a procediment de recerca, amb
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'objectiu d’assolir una mostra representativa en aquest estadi. Alhora, els
pacients que hi accedien es veien beneficiats en el sentit d'una major certesa en

el diagnostic etiologic.

L’area hospitalaria de referéncia de I’'Hospital del Mar (350.000 persones a la
ciutat de Barcelona), inclou zones amb una notable diversitat a nivell
socioeconomic. Alhora, les dades de la cohort BIODEGMAR sén obtingudes en
un context assistencial del mon real el qual implica una gran heterogeneitat
clinica (factors demografics, formes de presentacid, comorbiditats o evolucié
entre d’altres). Aquestes caracteristiques comporten una major validesa externa,
propia de les cohorts cliniques en front a cohorts de recerca que inclouen
individus molt més seleccionats. La realitzacié d’estudis de replicacié dels
resultats obtinguts previament en cohorts de recerca en cohorts cliniques és un
pas imprescindible en el desenvolupament de nous biomarcadors, previ a

I'aplicacio dels mateixos en la practica assistencial.

El desenvolupament de biomarcadors de MA en sang ha estat un dels
grans avencos en I'ambit del DC durant els darrers anys. La seva imminent
aplicacio clinica (iniciada ja en algunes unitats de referéncia), comporta una
auténtica revolucié en el diagnostic de la MA. A més, disposar de proves
diagnostiques de facil accés i amb menors costos globals és d’especial

rellevancia en el context de 'arribada de tractaments modificadors de la MA.

El primer treball del present projecte de tesi constitui una aportacio
important en el procés de desenvolupament dels biomarcadors de MA en sang.
Malgrat que diverses publicacions prévies havien aportat evidéncia en quant a la
capacitat diagnostica de diversos assajos i plataformes, es desconeixien les

potencials diferéncies entre ells. Per aquest motiu, una comparacioé directa amb
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un disseny ‘head-to-head’ d’'un total de 9 assajos de p-tau en sang i LCR en una
cohort amb dades cliniques del mén real fou de notable interés. Actualment la

publicacio del treball ha estat referenciada en 51 publicacions.

Els resultats mostren que tots els assajos de p-tau en sang comparats
discriminaven els pacients amb un diagnodstic biologic de MA en LCR, alhora que
indicaven que alguns d’ells assolien una capacitat de discriminaci6 més alta
(AUC >0.90) i comparable amb els seus assajos homolegs en LCR. Els assajos
dirigits a la fosforilacié en la treonina en la posicio 217 (p-tau217) van ser els que
mostraren una AUC més elevada (AUC 0.96 i 0.94 observades amb els assajos
Janssen i Lilly respectivament), amb I'excepcié de l'assaig dirigit a p-tau181
d’ADx (AUC 0.94). Aquests resultats s’alineen amb els obtinguts en estudis en
altres cohorts, on s’observa una bona capacitat diagnostica d’assajos dirigits a
diferents isoformes de p-tau incloent p-tau 181(137,138,189), p-tau231(135,190),

amb un rendiment en general superior de p-tau217 (146,147,191-193).

Pel que fa a la comparacié dels biomarcadors en sang amb els de LCR,
els nostres resultats indicaven que alguns dels assajos inclosos assolien una
capacitat similar o lleugerament inferior als seus homolegs en LCR per detectar
patologia Alzheimer, sense observar-se diferéncies estadisticament
significatives. En linia amb els nostres resultats, estudis posteriors han mostrat
una capacitat de deteccid de patologia Alzheimer mesurada en Pet-amiloide i/o
Pet tau comparable o fins i tot superiora a la dels biomarcadors tradicionals en
LCR(194). De forma destacada, un estudi multicéntric amb un assaig de p-
tau217 automatitzat i comercialitzat han mostrat una capacitat similar a la dels

biomarcadors en LCR per detectar patologia amiloide en Pet.(147)
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L'estudi mostra que l'assaig contra t-tau en sang inclos mostrava un
rendiment notablement més baix respecte el seu homoleg en LCR (AUC 0.73 i
0.85 respectivament). Aquests resultats son explicables pel fet els nivells de t-
tau en sang no sén un bon indicador de neurodegneracid central davant la
produccié periferica de la mateixa. No obstant aixd, recentment s’ha
desenvolupat un assaig per a la deteccidé de 'anomenada tau derivada del cervell
(en anglés ‘Brain-derived-tau’, BDtau), la qual és un indicador de
neurodegeneracié associada a la MA(195). Mesures de BDTau en un estudi
multicentric amb dades de la cohort BIODEGMAR han mostrat que els nivells
s’incrementen en relacid augment de patologia amiloide i neurodegeneracio a

LCR(183).

Pel que fa a la determinaci6 de punts de tall, facilitats al material
suplementari, es considera que el disseny de I'estudi, de cohort Unica i amb una
mida mostral relativament limitada, en limiten la seva aplicacié assistencial, la
qual per altra banda no era l'objectiu de l'estudi. En aquest sentit, és
recomanable determinar els punts de tall mitjancant estudis que incloguin
diverses cohorts per assolir una representativitat més gran, major diversitat i,
consequentment, una millor validesa externa. Actualment existeix un consens
sobre l'aproximacid6 més adequada per a determinar punts de tall dels
biomarcadors de MA en sang, utilitzant-ne dos: un amb una alta Es i un altre amb
alta Se (90,95 0 97.5%) (176,196), obtenint tres nivells per al diagnostic bioldgic
de MA (alt, mig, baix). El nivell alt es caracteritza per un alt valor predictiu positiu
(escassos falsos positius) i el baix un alt valor predictiu negatiu (minimitzant
falsos negatius). El nivell intermig requeriria la determinacié de biomarcadors de

MA en LCR o estudi Pet(197). (Suarez-Calvet, M, et al, en revisié a Neurologia).
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Cal tenir en compte que afegir un segon biomarcador de MA en sang podria
augmentar la rendibilitat de I'estudi en els casos que cauen en el nivell intermig,
com mostren resultats preliminars obtinguts amb dades de la cohort
BIODEGMAR (Contador, J, en preparacié). Per altra banda, en un estudi
internacional multicéntric on s’inclouen dades de la cohort BIODEGMAR, s’han
determinat els punts de tall universals per a l'assaig p-tau217 en sang de
Lumipulse (Fujirebio), els quals estem aplicant a 'Hospital del Mar (Palmqvist S.

et al, en preparacio).

El desenvolupament dels biomarcadors de MA en sang es troba
actualment en fase d’'implementacié i el seu Us clinic s’ha iniciat en algunes
unitats especialitzades. Tot i aix0, algunes questions rellevants s6n encara
objecte d’estudi. Aixi, el seu rendiment en poblacions més diverses, la robustesa
de mesures realitzades prospectivament o I'impacte de diversos factors (sexe,
geénere, factors socioecondmics, genétics, index de massa corporal (IMC),
comorbiditats o tractaments concomitants entre altres) aixi com factors
preanalitics (variabilitat dels nivells en sang segons els horaris, I'estat de deju,
circuit de la mostra incloent temps fins el processament i les determinacions)
requereixen encara més estudis. Aixi mateix, I'impacte de la seva aplicacio en
'ds clinic en diferents contexts esta sent objecte d'estudi i de debat
actualment(126,197-200). En aquest sentit, s’esta realitzant un estudi
d'implementacioé dels nous biomarcadors en sang a I'Hospital del Mar (estudi
PLASMAR). Estudis d’aquest tipus facilitaran un major coneixement sobre els
aspectes esmentats, obrint la porta a la integracio de I'Us dels biomarcadors en
el circuit assistencial incloent altres ambits com la neurologia general o I'atencié

primaria a mig termini.
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Posteriorment a la publicacié del primer treball, s’ha donat continuitat a
'estudi amb la inclusié a I'analisi d’altres assajos de p-tau i d’ApB amiloide en
sang. Actualment s’han analitzat fins a 18 assajos diferents de p-tau en sang a
la cohort BIODEGMAR. Es preveu la comunicacio dels resultats d’aquest treball

properament (Anastasi F, Fernandez-Lebrero A. et al, en preparacio).

En el context del desenvolupament dels nous biomarcadors plasmatics
per al diagnostic de la MA, I'estudi presentat va contribuir notablement a la fase
de validacié clinica dels mateixos. Davant els notables avencos en els darrers
anys, els biomarcadors de MA en sang han estat inclosos en les noves guies
diagnostiques de la MA (NIA-AA 2024)(201), alhora, les societat cientifiques
comencen a acordar posicionaments comuns de cara la seva aplicacié (Suarez-

Calvet M, et al, en revisié a Neurologia).

Respecte I'aplicacié dels biomarcadors plasmatics de MA en entorns no
especialitzats, un estudi recent mostra que el seu us en I'ambit de l'atencié
primaria i secundaria augmenta la capacitat de diagnostic de forma notable(202).
Tot i aixi cal tenir en compte la necessitat d’'ampliar el coneixement en quant als
factors confusors esmentats anteriorment. Aixi mateix, la interpretacié del seu
resultat ha d’anar acompanyada d'un procés diagnostic que inclogui una
adequada caracteritzacié clinica, incloent la valoracid neuropsicologica i
neuroimatge. Alhora, la interpretacio dels resultats dels biomarcadors pot ser
complexa, especialment en casos amb més d'un diagndstic diferencial,
comorbiditats o altres factors confusors, i requereix una corba d’aprenentatge.
Aixi, en casos conflictius la discussié per part d’'un grup d’experts arribant a un

diagnostic de consens pot ser el més adequat.
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Pel que fa a I'is dels biomarcadors de MA en programes de cribatge
poblacional, aquest hauria de ser contemplat tal vegada es disposi
d’intervencions preventives i/o terapéutiques adequades a les quals es pugui
garantir 'accés. En canvi, en individus simptomatics, es podria integrar el seu Us
a l'ambit de l'atencié primaria si s’acompanya de mesures de cribratge
neuropsicologic i de forma coordinada amb les unitats especialitzades, podent
optimitzar els circuits de derivacié per a completar I'estudi posteriorment. Un
resultat normal en un biomarcador en sang de MA en un pacient simptomatic, en
cap cas no hauria de limitar 'accés a un estudi diagnostic adequat. Tot i aixi, en
I'escenari previst a curt-mig plag, en el qual es disposa de tractaments bioldgics
per a la MA, el cribratge a atencio primaria incloent els biomarcadors de MA en
sang podria ser util a I’hora d’organitzar un circuit especific dirigit al rapid accés

als mateixos.

El segon treball del present projecte de tesi explora I'associacio entre un
biomarcador de pBHE (Qalb, quocient d’albumines entre sang i LCR) i el
pronostic del DC en pacients de la cohort BIODEGMAR. Els resultats, obtinguts
en una cohort heterogénia, reforcen el rol dels mecanismes fisiopatologics
vasculars en diferents causes de DC i assenyalen 'augment de pBHE com un
mecanisme de particular interés pel seu possible impacte en l'evolucié del
mateix, suggerint una possible diana terapeutica. Alhora, indiquen que Qalb
podria usar-se com un biomarcador pronostic, tant en el continuum de la MA com

en altres causes de DC.

Respecte el resultat de les analisi transversals, I'associacié de Qalb amb
el sexe masculi podria explicar-se per un augment de la prevalenga de FRV en

la poblacié masculina(203—-205). Les dades de I'estudi mostren una associacio
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entre Qalb i tots els FRV analitzats (HTA, diabetis, dislipémia i habit tabaquic),
encara que aquestes diferéncies només van assolir significacio estadistica per a
la diabetis. Aixi mateix, Qalb es va associar amb la carrega de MCV a la
neuroimatge. Aquest resultat s’alinea amb evidéncia prévia sobre una relacio

entre 'augment de pBHE i signes radiologics de MCV (206,207).

Alhora i de forma congruent amb els resultats d’estudis previs, es va
observar que el grup de pacients amb diagnostic clinic de DCV mostraven els
nivells més alts de Qalb(206,208,209). Aquest resultat és esperable davant la
relacio entre 'augment de pBHE i la carrega de MCV a la neuroimatge, la qual

forma part dels criteris diagnostics del DCV.

En quant a la relacié entre la pBHE i I'estadi del DC, no es van observar
associacio significativa. Tot i que la majoria dels participants a l'estudi es
trobaven en un estadi de DCL o deméncia lleu al moment de la inclusio, s’hi van
incloure 27 casos de declivi cognitiu subjectiu (DCS) i 13 pacients en estadis de
DC avangat (GDS 6), pel que es va considerar el rang prou ampli. Tot i aixo,
davant la diversitat etiologica en els diferents estadis i 'escassa representacio
d’algunes formes de DC, no es pot descartar una associacié entre la pBHE i
I'estadi del DC en la historia natural de les diferents malalties. Alhora, els resultats
podrien suggerir que I'augment de pBHE arriba a un limit en estadis inicials de
demeéncia, produint-se doncs un efecte promotor del DC en estadis preclinics i
prodromics conforme el dany sobre la BHE per diferents factors es va produint i
mantenint-se posteriorment els efectes nocius de la pérdua de funcié de la
mateixa durant les fases simptomatiques més avancades. A diferéncia dels

resultats en estudis previs(207,210), no es va observar associacio entre Qalb i
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I'edat, tot i que aquest resultat podria explicar-se davant el relativament estret

rang d’edat de la poblacié inclosa.

Pel que fa a 'associacié entre la pBHE i la MA, a I'estudi no es va observar
una associacio significativa entre Qalb i la MA definida bioldgicament (casos amb
perfil de biomarcadors en LCR indicatius de MA). Estudis previs han descrit
aquesta associacio tant en estadis preclinics com en fase de deméncia per
MA(211), de forma consistent amb estudis que indiquen que mecanismes propis
de la patofisiologia de la MA com el diposist d’amiloide i tau, la neuroinlammacio,
mecanismes relacionats amb APOE-g4 o amb I'envelliment contribueixen a la
disfuncié de la BHE (102,212,213). Tot i aixd, un metaanalisi conclou que no hi
ha diferéncies entre la pBHE mesurada amb Qalb entre la MA i altres malalties
neurodegeneratives(214). Alhora, altres estudis indiquen que I'associacio podria
deure’s a la coexisténcia de FRCV més que per una relacié intrinseca entre la
patofisiologia Alzheimer i 'augment de pBHE (215-217). Els nostres resultats
s’alineen amb aquests estudis, observant-se a més que els pacients amb DCV
mostraven una major pBHE. Tot i aix0, davant la no inclusié de subjectes CS amb
risc de MA no podem descartar una associacio entre 'augment de pBHE mesurat
amb Qalb i la patofisiologia Alzheimer en el seu continuum. Alhora, no es disposa
d’'un grup control per valorar I'associaciéo entre 'augment de pBHE i el DC

globalment.

En quant als resultats referents a les dades longitudinals, molts estudis
han aportat evidéncia sobre factors predictors de I'evolucié del DC, la majoria
dels quals en el continuum de la MA i fent Us de biomarcadors relacionats amb
la mateixa(158,218-221). En aquest sentit, els nostres resultats, que mostren un

pitjor pronostic dels participants amb perfil de biomarcadors de MA en LCR
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patologic, s’alineen amb l'evidéncia prévia (222—-229). Respecte el risc associat
a APOE-€4, un estudi recent evidencia que I'haplotip APOE-¢4 homozigot es pot
considerar una forma genéticament determinada de MA davant la practicament
completa penetrancia i expressio clinica(230). Alhora, també s’observa un pitjor
pronostic relacionat amb el sexe femeni, en linia amb estudis previs(231).
Aquesta darrera associacié entre el sexe femeni i un pitjor pronostic del DC en
la MA podria ser modulada per factors socioecondmics. Malgrat el creixent
interés i evidéncia en factors relatius al sexe, encara es necessiten més dades i
estudis per aprofundir en aquests aspectes(232,233). Els resultats mostraren un
augment de risc de progressié del DC en relacio a la CDR basal. En linia amb
aquests resultats, un estudi longitudinal en pacients amb DCL-MA i MAdm lleu
mostra un increment anual de la puntuacié en I'escala CDR suma de caixes
superior per als individus en estadi de de deméncia lleu inicial (CDR global 1)

respecte els individus amb MA prodromica (CDR 0.5)(234)

El resultat principal de I'estudi fou que l'increment de pBHE mesurat per
Qalb s’associa de manera independent a un pitjor pronostic en pacients amb DC
en una cohort clinica amb dades del mén real. Aquest estudi és, fins on sabem,
el primer a relacionar el QAIb amb la progressio del DC. Aquests resultats
reforcen la importancia dels mecanismes fisiopatoldgics vasculars en diferents
etiologies del DC (MA, altres malalties neurodegeneratives, DCV i formes

mixtes).

Durant els darrers anys s’ha pogut aprofundir en la relacié entre la
disfuncié de la BHE i el DC, en especial en el continuum de la MA. EIl
desenvolupament de diferents técniques i biomarcadors nous com com la

sequéncia amb contrast dinamic a la ressonancia magnética (DCE-MRI, ktrans),
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la qual permet estimar la pBHE amb alta precisié topografica o les mesures
sPDGFR, indicador de dany del pericit esmentat préviament, han contribuit a
un millor coneixement de la relacio entre la disfuncié de la BHE i el DC i en major
mesura del DC en el continuum de la MA en estudis in vivo en humans. Alguns
estudis han demostrat que la disrupcio de la BHE s’observa en fases tempranes
i en regions cerebrals afectades en estadis inicials de la MA, com I'hipocamp i el
gir parahipocampal, observant-se diferéncies entre individus CS i DCL,
independentment de l'increment de marcadors de MA(99,100). Aixi mateix, s'ha
observat que sPDGFR[3, augmenta durant la progressié de I'Alzheimer, incloent
les etapes primerenques i es correlaciona amb l'edat i la ruptura de la BHE
mesurada per DCE-MRI i Qalb (175,235). Tambeé s'ha vist que els pacients amb
DCL que progressen a demencia tenen nivells més alts de sSPDGFR[ en el LCR
en comparacié amb aquells que no progressen(235). Cal tenir en compte que
Qalb és un indicador de pBHE a molecules grans. Alhora, el seu caracter
inespecific no permet inferir aspectes que recolzin mecanismes fisiopatologics
concrets de dany de la BHE. Altres marcadors de disfuncié de BHE com els citats
(ktrans i sSPDGFR[) aporten informacié sobre altres aspectes pel que poden ser

complementaris en estudis relacionats amb la disfuncié de la BHE en el DC.

Com s’ha comentat préviament, la variabilitat prondstica dels pacients
amb DC és notable, incloent I'evolucié dels pacients amb un mateix diagnostic
etiologic. Factors socioeconomics, clinics com la preséncia de comorbilitats i
tractaments, genétics i/o la coexistencia de diferents patologies a nivell del SNC
entre altres poden contribuir a aquestes diferéncies(236)(29). Resultats d’estudis
posteriors realitzats a la cohort BIODEGMAR mostren que Qalb s’associa de

forma independent amb el risc de progressié a deméncia a curt plag (12 +- 3
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mesos) en individus amb DCL, tant en els que tenen diagnostic de DCL-MA com
els DCL d’etiologia no Alzheimer (Puig-Pijoan, A, Fernandez-Lebrero A, et al. en

preparacio).

Tot i que la recerca en factors prondstics se centra sovint en el risc de
progressid a demeéncia en individus amb DCL aixi com en risc d’inici de
simptomes en persones asimptomatiques, un millor coneixement de I'evolucié
esperada de la malaltia incloent fases simptomatiques en estadi de deméncia és
rellevant, atenent a la variabilitat comentada préviament. Tenint en compte la
notable diferéncia entre els estadis lleus i avancats del DC en fase de demeéncia
en quant a capacitat cognitiva i funcional dels pacients, la seva qualitat de vida i
els recursos necessaris per a la seva atencid, un model predictiu més precis és
de gran interés. Un estudi recent mostra dades sobre el risc de progressio entre
els diferents estadis en el continuum de la MA en individus A+ (111). Tot i aixi,
davant limpacte dels diferents determinants esmentats, la variabilitat
interindividual i entre grups poblacionals amb caracteristiques diverses implica la
necessitat de models predictius més precisos. En aquest sentit, actualment
s’estan centrant esforcos en el desenvolupament de models estadistics
predictors de I'evolucioé de la malaltia integrant diferents parametres, els quals
podrien contribuir notablement al disseny d’assajos clinics i altres intervencions
i potencialment a la determinacié prondstica de forma personalitzada(237,238).
Alhora, per a una millor avaluacio de I'impacte de mesures terapéutiques incloent

els nous tractaments bioldgics de la MA, aquesta és molt necessaria.

Els resultats indiquen que QAIb podria servir com a biomarcador per
identificar individus amb un risc més alt de progressio del DC, obrint la porta a

I'ds d’aquest com biomarcador pronodstic. En I'escenari de la propera arribada de
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tractaments modificadors de la MA, disposar de nous biomarcadors que permetin
una millor caracteritzacio dels pacients, tant pel que fa al diagnostic bioldgic com
en altres aspectes relatius al pronostic o potencial resposta als tractaments entre
d’altres és essencial. En pacients dins del continuum de la MA, aquest marcador
podria identificar aquells amb major risc de patir una evolucié més agressiva de
la malaltia. Alhora, cal tenir en compte que un augment de la pBHE podria influir
en l'eficacia de tractaments farmacologics atenent a una major penetrancia en el
SNC. Aixi, la determinacié de Qalb pot ser d’interés de cara a l'avaluacié
d’aquesta possible relacio entre la pBHE i I'eficacia de tractaments bioldgics de
la MA. En cas de confirmar-se aquesta hipotesi, es podria avaluar el potencial us
de Qalb com a marcador predictor de resposta dels mateixos. Per altra banda,
en els casos sense diagnostic biologic de MA, tant en deméncies per altres
malalties neurodegeneratives, en el DCV aixi com en casos de DCL sense
diagnostic etioldgic concret, aquest biomarcador pronostic pot ajudar a un
adequat seguiment i reforg de mesures terapeutiques adequades. Tot i aix0, de
cara determinar la capacitat de Qalb com a marcador prondstic en diferents
etiologies del DC, son necessaris estudis amb una major grandaria mostral aixi
com la replicaci6 en altres cohorts. Alhora, i en contraposici6 amb els
biomarcadors de MA en sang, la necessitat de realitzar una puncié lumbar podria

limitar I'aplicabilitat de Qalb en la practica assistencial.

Per altra banda, el sistema AT(N)(107)podria integrar nous biomarcadors
d'altres mecanismes fisiopatoldgics com la pérdua sinaptica, la resposta glial o
la disrupcio de la BHE, evolucionant cap a un sistema ATX(N) on la disfuncio
vascular estaria representada com 'V'(99,109,239,240). Els nostres resultats

apunten a la utilitat potencial del QAIb com a biomarcador vascular d'alteracio de
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la BBB en un sistema ‘ATV(N)’, oferint una informacié clinica rellevant de caracter

pronostic i per tant una millor caracteritzacio.

El present projecte de tesis presenta diferents limitacions. Pel que fa a les
caracteristiques de la cohort, tenint en compte que aquesta es nodreix
principalment de pacients en els quals es realitza I'estudi de biomarcadors en
LCR amb una intencié diagnostica seguint les recomanacions habituals, la major
part dels participants es troben en estadis prodromics o lleus de deméncia al
moment de la seva inclusio, alhora que formen part del continuum clinic de la
MA, amb un nombre limitat de pacients amb algunes de les sindromes cliniques
incloses. Alhora, no es disposa d’'un grup control ni d’'un nombre suficient de
pacients per a assolir un rang d’edat més ampli. No es contempla la realitzacio
d’estudi anatomopatoldogic amb I'excepcié de casos molt seleccionats. Aixi
mateix, tot i que la caracteritzacié dels participants és amplia, 'obtencié de dades
respecte aspectes relatius a I'estil de vida dels participants aixi com d’aspectes
socioeconomics i demografics augmentaria la qualitat de la cohort. Aixi mateix,
tot i que la poblacié de referéncia de I'hospital és diversa, la major part dels
pacients atesos i inclosos son caucasics, pel que I'aprofundiment en aspectes
relatius a diferéncies per grup étnic son limitades. A més, no es disposa encara
de mostres longitudinals. Pel que fa a les limitacions especifiques dels treballs
presentats, en quant al primer treball hagués estat d’interés disposar d’estudi Pet
amiloide com a prova de referéncia. Tot i aix0, cal tenir en compte que els
biomarcadors de MA en LCR és I'estudi habitual en la major part dels pacients al
nostre entorn. Alhora, el nombre de pacients inclosos en els dos estudis és
relativament limitat, pel que la generalitzacié dels resultats requereix d’ampliacio

i replicacié dels mateixos en altres cohorts. En quant al seguiment longitudinal
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del segon estudi, tot i que les dades de la cohort ofereixen una perspectiva
valuosa, el temps de seguiment pot ser insuficient per a extreure conclusions
més robustes. Alhora, cal tenir en compte que el protocol de [l'estudi
BIODEGMAR s’executa en un context principalment assistencial amb les

limitacions que aixo implica.

Els resultats d’aquesta tesi tenen implicacions importants en I'ambit
assistencial del DC. Els estudis realitzats a la cohort BIODEGMAR aporten
evidéncia amb dades obtingudes en un context assistencial del mon real, propia
de les cohorts cliniques. El primer treball ha contribuit de forma notable a
I'evidéncia necessaria en el procés de desenvolupament dels nous biomarcadors
de MA en sang, aportant informacié rellevant sobre la seva capacitat diagnostica.
Per altra banda, I'associacioé entre 'augment de la pBHE i el pitjor prondstic del
DC reforga el pes dels mecanismes vasculars en la sindrome de DC, recolzant
la recerca en aquesta linia i suggerint possibles implicacions terapeutiques.
Alhora, el potencial us de Qalb com a marcador prondstic pot ajudar a
personalitzar les estratégies terapeutiques i a ajustar les intervencions en funcio
de les caracteristiques especifiques dels pacients i per tant realitzant una

medicina més personalitzada.

En conjunt, els resultats dels treballs realitzats proporcionen una base
solida per a la millora del diagnostic i de la prediccié del prondstic del DC
mitjangant I'Us de nous biomarcadors de la MA i de biomarcadors vasculars en

fluids en I'atencié als pacients amb DC.
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CONCLUSIONS

1. La generacidé d’una cohort clinica de pacients amb DC amb un adequat
fenotipat, incloent mostres biologiques i dades longitudinals és un requisit
fonamental per a la investigacio translacional i constitueix la base per a la

realitzacio d’estudis de recerca clinica amb un elevat impacte cientific.

2. Els nous biomarcadors de MA en sang tenen una alta precisié per al seu
diagnostic biologic en un context clinic especialitzat, recolzant el seu

potencial i propera implementacio en la practica clinica.

3. L’associacio entre 'augment de la pBHE i la progressié del DC en una
cohort clinica heterogenia és indicativa del pes dels mecanismes

vasculars en el pronostic dels pacients.

4. L’associacio entre 'augment de la pBHE i la progressio del DC indica un
potencial us de Qalb com a biomarcador de caracter pronostic en la

practica clinica.
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LINIES DE FUTUR

Els resultats del present projecte de tesi obren la porta a 'aprofundiment en
la recerca clinica i traslacional en el DC amb dades de la cohort BIODEGMAR.
Pel que fa a la mateixa i de cara augmentar-ne la qualitat, es preveu incorporar
un grup control ampli per a comparacions més robustes aixi com augmentar el
nombre de pacients dels grups diagnostics menys representats, especialment
tenint en compte els avengos en la caracteritzacié que permeten els nous
biomarcadors en sang. Alhora, es preveu ampliar la informacié sociodemografica
aixi com la relativa a aspectes sobre l'estil de vida (dieta, activitat fisica,
socialitzacio), obrint la porta a estudis en els quals es puguin aprofundir al
respecte. Aixi mateix, de cara augmentar la representativitat, es preveu la
inclusio de participants amb una major diversitat etnica i socioecondmica gracies
a projectes col-laboratius amb aries d’atencié primaria amb major diversitat.
L'estudi de biomarcadors d’altres malalties neurodegeneratives, aixi com la
inclusio de probes de medicina nuclear de forma sistematica en alguns grups
diagnostic seleccionats per a una millor caracteritzacio dels pacients i dotar de
major potencial de recerca a la cohort son altres de les mesures previstes. Per
altra banda, la cohort BIODEGMAR es realitza en un context de practica clinica
assistencial, en el qual I'estudi de biomarcadors es realitza en casos amb DC.
Aixi, en el marc d’'un nou paradigma en l'atencié al DC on la prevenci6 i la
determinacié del risc en persones asimptomatiques aniran prenent un major
protagonisme, generant noves estructures com centres de salut cerebral,
I'harmonitzacié de la cohort BIODEGMAR amb cohorts centrades en persones

asimptomatiques augmentara notablement el seu potencial de recerca.

En quant a la linia dels biomarcadors de MA en sang, com s’ha comentat

préeviament actualment s’esta desenvolupant un estudi d'implementacié dels
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biomarcadors de MA en sang en la practica clinica de la Unitat de Cognicio i
Conducta, que proporcionara informacio rellevant sobre diferents aspectes com
son la validesa de realitzar mesures de forma prospectiva, la robustesa de
mesures longitudinals, la influéncia de diferents factors potencialment confusors,
el seu impacte en el circuit diagnostic, els proms i cons de cara el pacient aixi
com l'impacte en la confianga diagnostica per part dels clinics. A més, es
preveuen futurs projectes per a la implementacié coordinada d’aquests

biomarcadors en 'ambit de I'’Atenci6 Primaria (AP).

Finalment, pel que fa a la pBHE i el DC, les futures linies de recerca haurien
d’aprofundir en els resultats obtinguts mitjancant I'ampliacié del nombre de
pacients, la validacio dels resultats en altres cohorts i la generacié de punts de
tall per a l'estratificacié del risc. Actualment a la cohort BIODEGMAR s’estan
realitzant mesures d’altres biomarcadors vasculars en fluid aixi com
caracteritzacié i quantificacié del dany vascular en neuroimatge, les quals

permetran aprofundir en la relacié dels mecanismes vasculars en el DC.

Finalment i seguint I'esmentat préviament, es preveuen estudis on s’integri la
informacié aportada per diferents biomarcadors en fluid aixi com d’'imatge, estil
de vida, factors de risc, variables cliniques i neuropsicologiques de cara
optimitzar la caracteritzacié dels pacients i de persones asimptomatiques. Aixo
ens porta a mig termini a una medicina de precisio i personalitzada on la

intel-ligéncia artificial hi jugara de ben segur un paper important.
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11.1 Protocol d’estudi de la cohort BIODEGMAR

11.1.1 El registre Degmar i la cohort BIODEGMAR:

El docorand va iniciar, durant 'any 2016, el disseny del registre DEGMAR

i de la cohort BIODEGMAR, que foren aprovades i s’iniciaren el 2017.

El registre DEGMAR, observacional i prospectiu amb dades
sociodemografiques, cliniques, neuropsicologiques i de neuroimatge, inclou
pacients visitats a la unitat de Cogniciéo i Conducta (préviament unitat de
deteriorament cognitiu i trastorns del moviment), de I'Hospital del Mar a
Barcelona, hospital universitari de referéncia per a una poblacié de 350.000
habitants de la ciutat de Barcelona (aria integral de salut Barcelona Litoral Mar).
La cohort BIODEGMAR és un estudi observacional longitudinal que inclou

pacients del registre DEGMAR amb mostres biologiques.

11.1.2 Criteris d’inclusio i d’exclusio:

Criteris d’inclusio: (i) individus visitats a la Unitat de Cognicié i Conducta i/o de
Trastorns del Moviment (préviament unitat de deteriorament cognitiu i trastorns
del moviment); (ii) signatura del consentiment informat; (iii) compleixen criteris
diagnostics de les seglents sindromes i condicions cliniques (veure seguent

apartat); (iii) obtencié de mostra de sang i/o LCR.

Criteris d’exclusio: (i) negativa a cedir les dades o mostres biologiques; (ii) 280
anys d’edat al moment de la inclusio; (iii) pacients que no puguin comprendre les

implicacions de la seva participacio, en abséncia de familiar referent o tutor legal.
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11.1.3 Diagnostic clinic:

S’inclouen individus que compleixen els seglients criteris de diagnodstic
clinic: declivi cognitiu subjectiu (DCS)(1); DCL(2); MAdm (possible, probable i de
presentacio atipica*)(3); demeéncia frontotemporal variant conductual (DFTvc)(4);
afasia progressiva primaria o afasia progressiva (variant logopénica, semantica
o progressiva no fluent)(5); deméncia amb cossos de Lewy (6); malaltia de
Parkinson amb demeéncia (MPD)(7); SCB (8); PSP (9); DCV (10); deméncia
secundaria (incloent etiologia tdxico metabodlica, postraumatica entre altres);
hidrocefalia normotensiva cronica de I'adult (HNCA)(11) i deméncia d’etiologia
no especificada. La cohort inclou un grup de participants sense DC ni DCS, que

es consideren CS.

11.1.4 Procediments de I’estudi

Avaluacio clinica: és realitzada per un neurdleg expert en trastorns cognitius i
demencies i/o trastorns del moviment. Inclou la revisié d’antecedents personals
i familiars, tractaments habituals, anamnesi del procés cognitiu, exploracio fisica
neurologica i finalment, tenint en compte els criteris esmentats préviament, el

diagnostic clinic i/o clinico-biologic.

Avaluacié neuropsicologica: realitzada per un neuropsicoleg expert en DC. El
protocol inclou les seglients proves cognitives i escales funcionals: Mini Mental
State Examination (12), Memory Impairment Screen (13), Seéries inverses
(subtest de la bateria cognitiva Test Barcelona)(14), tasca de fluencia semantica
(subtest de la bateria cognitiva Test Barcelona)(14), Free and Cued Selective

Reminding Test (FCSRT)(15), Boston Naming Test(16), Trail Making Test(17),
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Blessed Dementia Rating Scale 143143 i Alzheimer’'s Disease Functional

Assessment and Change Scale (ADFACS)(19).

Neuroimatge: es realitza una ressonancia magnética cerebral a tots els
participants, excepte en casos en els que hi hagi alguna contraindicaciéo o
negativa per part del pacient (p. ex., marcapassos, clips d'aneurisma
incompatibles amb ressonancia magnética, claustrofobia severa). En cas que no
es realitzi ressonancia magnética, es realitza una tomografia computeritzada
cerebral (TAC cerebral) com a part del procés diagnostic clinic. Les dades
estructurals de la ressonancia magnética s’adquireixen amb un aparell de 1,5 T
(General Electric Signa Explorer) o de 3 T (Philips Achieva). El protocol d’'imatges
inclou: sequéncies ponderades en T1 i T2, T1 3D d’alta resolucio, imatges

ponderades per difusiod, imatges FLAIR, gradient eco i/o seqléncies ven-Bold.

Puncio lumbar per a extraccioé de LCR i presa de mostres de sang: la puncié
lumbar es realitza a I'espai intervertebral L3/L4, L4/L5 o L5/S1 utilitzant una
agulla estandard, entre les 8 i les 11 del mati. Els participants havien dejunat
durant almenys 8 hores. ElI LCR es recull en un tub esteril de polipropilé de 10
ml (Starstedt, Nimbrecht, Alemanya; cat. no. 62.610.201). Els tubs es capgiren
suaument de 5 a 10 vegades i es centrifuguen a 2000g durant 10 minuts a (4°C)
i es divideixen en volums de 1,8 ml en tubs de polipropilé estérils (1,8ml cryotube
Thermo scientificTM NuncTM; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA; cat.

no. 377267), i ss’emmagatzemen immediatament a —-80°C.

Les mostres de sang es prenen el mateix dia de la puncié lumbar i, per
tant, en condicions de dejuni. La sang total es recull amb una agulla de calibre
20 o0 21 en tubs de 10 ml d’acid etilendiaminotetraacetic (EDTA) (BD Vacutainer

10ml; K2EDTA; cat. no. 367525). Els tubs es capgiren suaument de 5 a 10
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vegades i es centrifuguen a 2000g durant 10 minuts a (4°C). El sobrenedant es
divideix en volums de 1,8 ml en tubs de polipropilé estérils (1,8ml cryotube
Thermo scientificTM NuncTM; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA; cat.

no. 377267), i Ss’emmagatzemen immediatament a -80°C.

Mesures de biomarcadors principals de LCR per AD i punts de tall en la

cohort BIODEGMAR :

Els biomarcadors principals de LCR per AD (Ap42, AB40, p-tau181 i t-tau)
en la cohort BIODEGMAR es van mesurar al laboratori de referéncia de I'hospital
(Laboratori de Referéncia de Catalunya, LRC) amb Lumipulse, Fujirebio. El
protocol de processament de mostres de LCR per aquestes mesures al LRC és
el seguent: el LCR es recull en un tub estéril de polipropilé de 10 ml (Starstedt,
Numbrecht, Alemanya; cat. no. 62.610.201). Els tubs es capgiren suaument de
5 a 10 vegades i es centrifuguen a 2000g durant 10 minuts a RT i es divideixen
en volums de 0,5 ml en tubs de polipropilé estérils (Starstedt, Nimbrecht,
Alemanya; cat. no. 72.730.006) al laboratori de I'Hospital del Mar i s'envien
immediatament amb gel sec al LRC, on s'emmagatzemen a —-80°C fins que es

realitzen les mesures.

Els valors de tall per als biomarcadors i les ratios (AB42, AR42/AB40, p-
tau181, t-tau, AB42/pTau181) es van definir préviament després de comparar les
mesures d'un grup d'individus sense DC (n = 42) amb un grup de pacients amb
MAdm (n = 48). Els valors de tall escollits van ser aquells amb un index de
Youden més alt (S+E-1). Els punts de tall i les seves AUC van ser els seguents:
AB42 750 pg/ml (AUC 0.81); AB42/AB40 0.062 (AUC 0.78); p-tau181 69.85 pg/ml
(AUC 0.81); t-tau 522.0 pg/ml (AUC 0.79); AB42/t-tau 1.76 (AUC 0.86); AB42/p-

tau181 10.25 (AUC 0.86). El rati AB42/pTau181 mostra TAUC més alta i millor
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equilibri entre Se i Es. Una descripcié més detallada de la cohort i les mesures

de biomarcadors i limiar es pot trobar a Puig-Pijoan, A, et al(20).

Genotipat del gen de P'apolipoproteina E (APOE): es realitza al LRC
analitzant 'ADN genomic del pacient mitjangant assaigs de PCR de discriminacié
al-lélica utilitzant reactius "APOE Real Type", de Progenie Molecular (Valéncia,
Espanya), estudiant dos polimorfismes: rs7412 (g8041C>T) i rs429358 (g7903
T>C) per definir els diplotips d’APOE per als al-lels €2, €3 i €4, que al seu torn
codifiquen les isoformes d’APOE més comunes en la poblacié: APOE-£2, APOE-

€3 i APOE-¢4 respectivament.

11.1.5 Aprovacions de protocols, registres i consentiment dels participants

El Registre DEGMAR i la cohort BIODEGMAR van ser aprovats pel comité
d'ética local (CEIC PSMAR, codi de projecte 2018/7805I). Els participants en la
cohort BIODEGMAR poden sotmetre’s a puncié lumbar per a finalitats cliniques
seguint les guies cliniques i les recomanacions al nostre entorn(21,22) o per a

finalitats estrictament de recerca.

Es proporciona un formulari de consentiment informat especific per a cada cas.
Tots els participants (i/o un representant quan sigui adequat), van proporcionar
un consentiment informat per escrit aprovat pel nostre comité d'ética local (CEIC

PSMAR).
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11.2 Material suplementari de l'article 1. Material i metodes, mesures de p-tau
en LCRien sang

Plasma and CSF tau biomarkers measurements

Each plasma or CSF tau biomarker measurement was performed in the laboratory where
each immunoassay was developed (ADx, Janssen, Lilly or University of Gothenburg),
except for the Quanterix immunoassay that was performed at the Department of
Psychiatry & Neurochemistry, University of Gothenburg. The antibodies used in each
immunoassay are depicted in Figure 1 in the main text. Table S1 summarizes the main
characteristics of the plasma immunoassays and Table S2 their precision and the

sensitivity for this study (see below).

ADx immunoassays

Description of the immunoassays

The phospho-specific antibodies, ADx252 (p-taul81) and ADx253 (p-tau231) were
coupled to paramagnetic beads and used as capture antibodies. A N-terminal specific tau
antibody, ADx204, was used as detector. Optimal linker and biotinylation degree for high
analytical sensitivity was developed based on Cohen and Walt (1). After washing the
beads, 100 uL of 50 pM streptavidineconjugated B-galactosidase (Quanterix, #103397)
was added and incubated 10 minutes (14 cadenses) for the p-taul 81 immunoassay and 25
pM streptavidine-conjugated [B-galactosidase (Quanterix, #103397) was added and
incubated 5 minutes (7 cadenses) for the p-tau231 immunoassay. After washing, 50 uL
resorufin -D-galactopyranoside (Quanterix, #101736) was added and resuspended beads
were transferred into a multi-well disc array for imaging. Fluorescent signals were

converted to average enzyme per bead (AEB) numbers as described (2), and specimen
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concentrations extrapolated from a five-parametric curve fit, 1/y2 generated with known
peptide calibrator concentrations ranging from 50 pg/ml to 0.78 pg/ml for p-taul81 and
from 50 pg/ml to 0.39 pg/ml for p-tau231.

Description of the experiment for this study

Plasma EDTA samples were thawed prior to testing, vortexed and centrifuged at 10,000g
for 8 minutes, and diluted 1/5 in a homebrew tau dilution buffer, optimized for Simoa
plasma measurements. For both tau immunoassays 100 pL of pre-diluted sample was
incubated for 60minutes (80 cadenses) with 25 uL capture beads (50% helper beads) and

20 pL of 800 ng/ml detector antibody for p-tau231 and 1 pg/ml detector for p-taul81.

Janssen immunoassays

Description of the immunoassays

Janssen provided the measurements of the previously published in-house immunoassays
for plasma p217+tau “long form” (Janssen plasma p-tau217) (3) and CSF p217+tau “short
form” (Janssen CSF p-tau217) (4). The plasma p-tau217 immunoassay is a Simoa-based
3-step immunoassay which uses as capture antibody the mid-region (aa 210-220) targeted
mouse monoclonal antibody pT3 that requires phosphorylation at aa217, but has
enhanced binding with additional surrounding phosphorylation, and as detector antibody
the N-terminal mouse monoclonal antibody hT43, which recognizes aa 7-20 on full-
length human tau (Janssen R&D). A synthetic peptide comprised of the pT3 epitope and
the hT43 epitope separated by a PEG4 linker was used as calibrator material (New
England Peptide, Gardner, MA). Calibrators and specimens were diluted with custom
assay diluent [Tris Base (50mM), NaCl (100mM), EDTA (5mM), BSA (2%), TritonX100
(0.5%), HBRY (0.45 mg/ml), pH 7.4]. The functional LLOQ of the immunoassay is

defined as 0.052 pg/ml.
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The CSF p-tau217 immunoassay is a Simoa-based 2-step immunoassay, using the same
reagents as the plasma p-tau217 except that the detection antibody is PT82, which targets
the mid-region (119-126aa). Calibrators and specimens were diluted with Simoa
homebrew assay diluent (Quanterix, Billerica, MA). The functional LLOQ of the

immunoassay is defined as <0.32 pg/ml.

Description of the experiment for this study

CSF and plasma samples were thawed and vortexed, followed by centrifugation for 5
minutes at 10,000g, before diluting the supernatant with assay diluent. Signal variations
between analytical runs were assessed using seven internal quality control (i1QC) samples
[half being endogenous samples (e.g. plasma or CSF), and half being peptide-spiked
diluent] analyzed in duplicate at the end of each run.

All Janssen CSF and plasma p217+tau immunoassays were performed on the Simoa HD-
X platform (Quanterix, Billerica, MA, USA) at the Janssen Research and Development

site, San Diego, CA, USA.

Lilly immunoassays

Description of the immunoassays

Eli Lilly and Company provided the measurements of the previously published in-house
immunoassays for p-taul81 (5) and p-tau217 (5), as well as the in-house immunoassay
for t-tau, using the Meso Scale Discovery platform (MSD, Rockville, MD, USA). All
three tau immunoassays use a streptavidin small spot plate (MSD, L45SA) and a sulfo-
tagged amino-terminal tau antibody as the detector (Lilly, SULFO-TAG-Ru-4G10-E2).
For the Lilly p-taul81 immunoassay, a ptaul81- specific biotinylated monoclonal

antibody was used as the capture antibody (Lilly, biotinylated-AT270) and the LLOQ of
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the immunoassay is defined as 0.18 pg/ml. For the Lilly p-tau217 immunoassay, a p-
tau217-specific biotinylated monoclonal was used as the capture antibody (Lilly,
biotinylated-IBA493) and the LLOQ of the immunoassay is defined as 0.04 pg/ml. For
the Lilly t-tau immunoassay, a biotinylated N-terminal mouse monoclonal Taul2
antibody was used as the capture antibody and the LLOQ of the immunoassay is defined
as 0.71 pg/ml for CSF and 0.43 pg/ml for plasma. Custom synthetic tau dipeptide
standards phosphorylated specifically at either T181 or T217 (synthesized by CPC
Scientific) were used as the calibrator for the p-taul81 and p-tau217 immunoassays,
respectively, while an in-house fulllength recombinant tau 441 (2N4R) standard was used
for the t-tau immunoassay. The dipeptide standards contain the epitope of the capture
antibody, a polyethylene glycol polymer linker, and the epitope of the detector antibody.
Each peptide was verified to be >95% pure by HPLC and identity was confirmed by mass

spectrometry.

Description of the experiment for this study

Standards were thawed at 4 °C, vortexed, centrifuged at 2,000g briefly, and diluted with
a low salt buffer (5 mM EDTA, 5 mM EGTA, 60 mM NaCl, 50 mM HEPES, 2% PEG,
1% MSD Blocker A, and 1% Triton X-100). CSF and plasma samples were thawed at 4
°C, vortexed, centrifuged at 2,000g for 5 minutes, and diluted with a low salt buffer
containing 200 pg/ml heterophilic blocking reagent 1 (HBRI1, Scantibodies Inc., cat.
#3K(C533). Samples were processed in batches with a standard curve, buffer quality
control samples, and pooled CSF or plasma control samples, in duplicate, on every plate.
Plates were blocked with 200 pL 1x PBS containing 3% BSA and 2% PEG and washed
3x with 200 uL PBST (1x PBS and 0.05% Tween20). 50 pL capture antibody was added

using 1x PBS containing 0.1% BSA, 0.05% Tween20 and 2% PEG and incubated at RT

181



ANNEXES

with shaking (650 rpm) for 1 hour. After another 3x wash with 200 uL. PBST, 50 uL
standards, controls, and samples were added and incubated at RT with shaking (650 rpm)
for 2 hours. Following a third 3x wash with 200 uL. PBST, 25 pL detection antibody was
added using the low salt buffer above and incubated at RT with shaking (650 rpm) for 1
hour. A final 3x wash with 200 uL PBST was followed by the addition of 150 pL 2x MSD
Read Buffer T with surfactant (MSD, R92TC) and the plates were read on an MSD

SQ120 instrument within 10 minutes. Results were calculated by the MSD software using

a 4-parameter logistic with 1/y2 weighting of the standard curve for interpolation.

Quanterix immunoassays

Description of the immunoassays

The Quanterix p-taul81 immunoassay is commercially available (#103714, Simoa® P-
tau-181 V2 Advantage Kit), and is a modification of the in-house UGot p-taul81
immunoassay(6). It uses the N-terminal mouse monoclonal antibody Taul2 (7) as a
detector antibody and the p-taul81- specific monoclonal antibody AT270 was used as
capture antibody (8,9). Full-length recombinant tau 441 phosphorylated in vitro by
glycogen synthase kinase 33 was used as the calibrator (#T0O8- S0FN, SignalChem) and
calibrators and specimens were diluted with assay diluent (Advantage V2). The LLOQ of

the immunoassay is defined as 0.338 pg/ml.

Description of the experiment for this study

CSF samples were thawed and vortexed, whereas plasma samples were additionally
centrifuged at 2000g for 10 minutes before diluting with assay diluent. Signal variations
within and between analytical runs were assessed using two internal quality control (1QC)

samples analyzed in duplicate at the beginning and the end of each run. Quanterix p-
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taul81 was measured on Simoa HD-X (Quanterix, Billerica, MA, USA) at the
Department of Psychiatry and Neurochemistry, University of Gothenburg, Mdlndal,

Sweden.

University of Gothenburg immunoassays

Description of the immunoassays

University of Gothenburg provided the measurements of the previously published in-
house immunoassays p-taul 81 (UGot p-taul81) (6), and p-tau231 (UGot p-tau231)(10).
Both UGot ptaul81 and UGot p-tau231 immunoassays are Simoa-based 3-step
immunoassays. They both use as a detector antibody the N-terminal mouse monoclonal
antibody Taul2, which recognizes the N-terminal epitope 6-QEFEVMEDHAGT-18 on
full-length human tau (7). Full-length recombinant tau 441 phosphorylated in vitro by
glycogen synthase kinase 33 was used as the calibrator (#TO8-50FN, SignalChem) and
calibrators and specimens were diluted with assay diluent (Tau 2.0 buffer: #101556,
Quanterix). The LLOQ of the immunoassay is defined as 1 pg/ml. For the UGot p-taul81
immunoassay, the p-taul81-specific monoclonal antibody AT270 was used as capture
antibody(8,9). The LLOQ of the immunoassay is defined as 1 pg/ml. For the UGot p-
tau231 immunoassay, monoclonal mouse antibodies were generated using a synthetic
peptide (K224KVAVVR(pT)PPKSPSSAK?240C) as a KLH-coupled antigen, numbered
according to full-length tau-441 phosphorylated at threonine 231. Candidate hybridomas
were selected on brain extracts of AD and control brain tissue. The final cloned and
purified monoclonal antibody, ADx253, was characterized on synthetic peptides
spanning amino acids threonine 217 till serine 241 of full-length tau for its affinity, its

phospho-specificity using both phosphorylated and non-phosphorylated peptides and its
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preferred selectivity in which position 232 was replaced by a Pip, to simulate cis-
selectivity of ADx253 (11).

Description of the experiment for this study

CSF samples were thawed and vortexed, whereas plasma samples were additionally
centrifuged at 2000g for 10 minutes before diluting with assay diluent. Signal variations
within and between analytical runs were assessed using two internal quality control (1QC)
samples analyzed in duplicate at the beginning and the end of each run. Both UGot p-
taul81 and UGot p-tau231 were measured on Simoa HD-X (Quanterix, Billerica, MA,
USA) at the Department of Psychiatry and Neurochemistry, University of Gothenburg,

Modlndal, Sweden.
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