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I. Scopo e applicazione

La presente SOP si riferisce al dosaggio dei 4 biomarcatori neurochimici liquorali classici della malattia di Alzheimer
(peptide AP1-42, peptide AB1-40, proteina tau totale, proteina tau fosforilata) mediante saggi CLEIA sullo strumento
Lumipulse™ G 600 II (Fujirebio). Questi saggi sono caratterizzati da un elevato grado di automazione che li differenzia
dai tradizionali saggi ELISA per i medesimi biomarcatori. AB1-42 ¢ un marcatore di amiloidosi AP cerebrale. La
misurazione dei livelli di AB1-40 consente di determinare la ratio AB1-42/AB1-40, che ha una maggior accuratezza
rispetto alla sola AB1-42 nell’individuare la patologia AP, in quanto normalizza il valore della AB1-42 “correggendo”
variazioni dovute a fattori preanalitici o a differenti livelli di produzione di peptidi AP nella popolazione. Per proteina tau
fosforilata si intende, in questo ambito, la tau fosforilata al residuo treonina 181. Essa ¢ un biomarcatore di patologia tau
alzheimeriana. La tau totale, invece, ¢ un marcatore di neurodegenerazione meno Alzheimer-specifico rispetto alla tau
fosforilata, con la quale comunque correla. Ad oggi i saggi su piattaforma Lumipulse™ sono utilizzati per il dosaggio dei

biomarcatori di AD su liquor.

I1. Protocollo

Biomateriale su cui effettuare i dosaggi: liquor.

1. Caricare le cartucce di immunoreazione nell’apparecchio.

2. Caricare la bottiglia di substrato nell’apparecchio.

3. Caricare la bottiglia di specimen diluent nell’apparecchio.




4. Diluire 1:10 la soluzione di lavaggio concentrata con acqua distillata e mescolare. La soluzione di lavaggio diluita deve

essere portata a temperatura ambiente. Caricare la soluzione di lavaggio nello strumento.

5. Portare i campioni congelati a temperatura ambiente per almeno 30 minuti.

6. Centrifugare i campioni per eliminare eventuali detriti.

7 (nei casi in cui € necessaria la calibrazione*). Portare i calibratori liofilizzati a temperatura ambiente. Aggiungere a ogni
calibratore liofilizzato 1 mL di soluzione ricostituente. Mescolare mediante vortex. I calibratori ricostituiti possono essere
aliquotati in provette analoghe a quelle utilizzate per biobancare i campioni di liquor. Queste aliquote possono essere
conservate a 2-10°C fino a 1 settimana o a -20°C fino a 3 mesi. Evitare di effettuare piu di 3 cicli di congelamento-
scongelamento dei calibratori.
NB: i calibratori per il saggio pTau-181 non sono liofilizzati, vanno mescolati mediante ripetute inversioni € vanno caricati
direttamente nelle coppette di dosaggio.
*La calibrazione deve essere effettuata nei seguenti casi:

a. La prima volta che viene dosato un analita

b. Quando cambia il numero di lotto delle cartucce

¢. Quando i controlli hanno valori situati al di fuori dei range di accettabilita

d. Quando la curva di calibrazione ¢ scaduta (cio¢ quando ha piu di 30 giorni)

8. Registrare i calibratori nello strumento e dispensarli nelle coppette di dosaggio. Quantita di calibratori da dispensare

nelle coppette di dosaggio: per pTau-181 > 180 uL, per tutti gli altri analiti 330 uL.

9. Diluire i controlli di qualita liofilizzati con la soluzione dedicata secondo le istruzioni del materiale informativo della
confezione dei controlli.

NB: i controlli di qualita per la pTau-181 sono gia diluiti.

10. Registrare e dispensare i controlli nello strumento.

11. Registrare i campioni nello strumento e dispensarli nelle coppette di dosaggio. Volumi da dispensare: per pTau-181
> 140 uL, per tutti gli altri analiti 250 uL. NB: eventuali campioni nei quali la concentrazione risulti superiore al range di
misurazione, il che vale soprattutto per pTau-181 > 400 pg/mL, devono essere diluiti con lo specimen diluent e

nuovamente misurati.

12. Avviare il dosaggio.
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