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RESUME 
 
 
La maladie d’Alzheimer (MA) est la cause la plus fréquente de démence. Cette 

maladie est caractérisée, d’un point de vue histologique, par la présence de deux 

lésions cérébrales caractéristiques, la dégénérescence neurofibrillaire et les plaques 

séniles, correspondant respectivement à l’agrégation de protéines Tau et de peptides 

amyloïde A1-42. Trois biomarqueurs biologiques, le peptide A1-42, la protéine Tau 

totale et hyperphosphorylée ont été validés dans le liquide cérébro-spinal comme 

aide au diagnostic de la MA. Le dosage des biomarqueurs nécessite néanmoins la 

réalisation d’une ponction lombaire, un geste invasif. La recherche de nouveaux 

biomarqueurs sanguins est donc en plein développement. L’objectif de ce travail 

consistait en la mise au point d’un nouveau dosage plasmatique de Tau utilisant une 

technique ELISA sandwich sensible avec l’anticorps ADx215 d’une très haute affinité 

pour la protéine Tau. Une fois l’optimisation terminée, nous avons réalisé une étude 

pilote en appliquant ce dosage à 20 patients atteints de MA (cohorte Baltazar), 6 au 

stade MCI (MCI-MA) et 14 au stade de démence (MA). Pour chaque patient, nous 

disposions de deux plasmas prélevés à 2 ans d’intervalle (M0 et M24). Nos résultats 

montrent que les concentrations de Tau plasmatique sont stables sur 2 ans. On 

n’observe pas de différence significative entre les concentrations de Tau plasmatique 

chez les patients MA et MCI-MA. Des analyses complémentaires de corrélation ont 

été réalisées avec les concentrations plasmatiques obtenues avec un autre kit 

commercial, INNOTEST hTAU et les biomarqueurs du LCS. 
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I. Généralités 

A. Maladie d’Alzheimer 

 

 

La maladie d’Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative d’origine 

multifactorielle qui met en jeu des facteurs environnementaux et génétiques. C’est la 

cause la plus fréquente de démence. En France environ 900000 personnes sont 

touchées par la MA et, compte tenu de l’augmentation de l’espérance de vie, la 

prévalence est estimée à 1,3 million en 2020 (INSERM, 2014). La maladie 

d’Alzheimer est rare avant 65 ans, moins de 2% des MA surviennent avant cet âge, il 

s’agit le plus souvent de patients atteints de formes familiales héréditaires. Après 65 

ans, la MA touche 2 à 4 % de la population générale et 15 % de la population âgée 

de 80 ans (INSERM, 2014). 

  

 

1. Clinique 

 

« La démence est caractérisée par l’apparition de déficits cognitifs multiples qui 

comportent une altération de la mémoire et au moins l’une des perturbations 

cognitives suivantes : aphasie, apraxie, agnosie ou perturbation des fonctions 

exécutives. Les déficits doivent être suffisamment sévères pour entrainer une 

altération significative du fonctionnement professionnel ou social et doivent 

représenter un déclin par rapport au fonctionnement antérieur » DSM-IV  

(Diagnostic and Statistical Manuel of Mental Disorders) 

 

La forme sporadique de MA, à début tardif (après 65 ans), est beaucoup plus 

fréquente que la forme génétique, à début précoce. La forme sporadique, tardive, est 

caractérisée par une évolution lente et progressive avec une prédominance des 

troubles mnésiques par rapport aux troubles intellectuels alors que dans la forme 

génétique, précoce, l’évolution est beaucoup plus rapide avec une altération 

cognitive caractéristique comme l’aphasie (DSM-IV). 
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AVQ : Activité de la Vie Quotidienne  

 

 

La maladie d’Alzheimer se décompose en 3 phases (1,2). (Fig 1) 

La plus précoce, la phase préclinique est asymptomatique. Elle correspond à 

l’apparition des deux lésions cérébrales caractéristiques de la MA, les plaques 

séniles et la dégénérescence neurofibrillaire (DNF). L’accumulation de ces lésions va 

entrainer une mort neuronale responsable de l’apparition des premiers symptômes, il 

s’agit de la phase prodromale aussi appelée phase de troubles cognitifs légers (MCI : 

Mild Cognitive Impairement). Le MCI est caractérisé par un début insidieux avec un 

déficit précoce de la mémoire épisodique (porte sur les faits ou événements qui 

proviennent de différentes périodes de la vie) sans perte d’autonomie dans les 

activités de la vie quotidienne, donc sans démence. 

Enfin la dernière phase est la démence de type Alzheimer.  

Aux troubles mnésiques s’ajoutent d’autres déficits cognitifs tels que : 

 L’apraxie : trouble de l’exécution et de la coordination des mouvements. 

 L’agnosie : trouble de la reconnaissance. 

 L’aphasie : trouble du langage écrit et oral, trouble de l’expression et de la 

compréhension. 
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Figure 1 : classification et évolution clinico-pathologique de la Maladie d’Alzheimer 
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 Les troubles des fonctions exécutives : trouble de la planification de tâches, de 

la pensée abstraite et de l’attention.  

On retrouve aussi des troubles du comportement tels que la dépression, l’irritabilité 

ou la modification de la personnalité qui apparaissent au cours de la démence et 

s’accentuent avec l’évolution. Ces déficits entrainent une altération significative du 

fonctionnement professionnel et social. 

Dans les premières années de la démence, les signes neurologiques moteurs et 

sensitifs sont peu nombreux mais avec l’évolution de la maladie, des myoclonies et 

des troubles de la marche peuvent apparaître. Des crises d’épilepsie surviennent 

dans 10 % des cas (DSM-IV). 

Il n’existe pas encore de traitement curatif de la maladie d’Alzheimer. Son évolution 

conduit irrémédiablement au décès du patient du fait de complications liées à la perte 

d’autonomie et à l’affaiblissement. A un stade avancé, on observe des troubles de la 

déglutition conduisant à des pneumopathies d‘inhalation par fausses routes ainsi 

qu’a des troubles de l’équilibre provoquant des chutes. Il s’écoule en moyenne 8 à 

10 ans entre l’apparition des symptômes et le décès.  

 

 

2. Facteurs de risque / protecteurs 

 Facteurs de risque  

 

L’âge est le principal facteur de risque de la MA (3). L’incidence de la maladie double 

tous les 5 ans après 65 ans (4). Le principal facteur de risque génétique de la forme 

sporadique de la MA est l’allèle 4 du gène codant pour l’apolipoprotéine E (APOE). 

Cette protéine possède trois allèles dans la population générale : 2 3 4, elle 

permet le transport des lipides dans la circulation sanguine (LDL-cholestérol). Dans 

le cerveau, elle permet le transport du cholestérol nécessaire à la réparation 

neuronale ainsi que le passage du peptide amyloïde du cerveau vers le sang via la 

barrière hémato-encéphalique (BHE) (4). De nombreuses études ont montré 

l’association entre l’APOE4 et le risque de développer la maladie d’Alzheimer. Ce 

risque augmente d’un facteur 4  pour les porteurs d’un allèle 4 et d’un facteur 19 

pour les porteurs homozygotes (5). 
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L’APOE4 s’opposerait moins facilement à la phosphorylation de Tau, elle serait 

moins performante dans la réparation cellulaire mais surtout, elle favoriserait 

l’agrégation du peptide amyloïde au sein des plaques séniles par diminution du 

transport du cerveau vers le compartiment sanguin (6,7). 

Des mutations dans les gènes du précurseur de la protéine amyloïde (APP), et des 

présénilines ont été reconnues responsables des formes familiales précoces de la 

maladie d’Alzheimer (8,9). En revanche aucune mutation n’a été décrite dans la 

forme sporadique de la maladie d’Alzheimer (10). De même, des mutations du gène 

de la protéine Tau ont été retrouvées dans les démences fronto-temporales (11), 

mais elles n’ont pas été décrites dans la MA (4). 

 

D’autres facteurs de risque potentiel de la MA ont été décrits dans la littérature 

comme le sexe féminin. Il semblerait que les femmes aient un risque plus élevé par 

rapport aux hommes surtout après 80 ans. Ces données sont à relativiser étant 

donné la différence d’espérance de vie. Ainsi aux Etats-Unis, où l’écart d’espérance 

de vie est moindre, la différence entre homme et femme pour le risque de MA n’est 

pas retrouvé (3,12). Les facteurs de risques cardiovasculaires (hypertension 

artérielle et athérosclérose) et l’anesthésie générale seraient aussi associés à un 

risque accru de MA (13–15) 

 

 Facteurs protecteurs  

 

Nous pouvons citer comme facteurs protecteurs les allèles 2 et 3 de l’APOE qui 

diminueraient la probabilité de survenue de la MA et retarderaient l’âge de début de 

la maladie (5). Des études prospectives ont montré que le niveau d’éducation et la 

stimulation des fonctions cognitives à l’âge adulte, dont la mémoire, seraient deux 

facteurs augmentant la réserve cognitive. Une réserve cognitive élevée allongerait la 

phase préclinique de la MA en retardant le déclin de la mémoire(16). 

De même une bonne hygiène de vie (guides nutritionnels, activité physique) 

préviendrait aussi le déclin cognitif (17). Il a été démontré, sur un modèle de souris 

Alzheimer (THY - Tau 22), qu’une activité physique quotidienne préviendrait les 

altérations de la mémoire et diminuerait les lésions associées à la protéine Tau au 

niveau de l’hippocampe (18). 
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B. Physiopathologie de la maladie d’Alzheimer 

 

La maladie d’Alzheimer est caractérisée du point de vue histologique par la présence 

concomitante de deux lésions cérébrales spécifiques, la dégénérescence 

neurofibrillaire et les plaques séniles. Ces lésions, associées à des réactions 

inflammatoires et oxydatives, entrainent un dysfonctionnement synaptique et une 

perte neuronale (4). 

 

1. La protéine Tau 

 Structure 

La protéine Tau (Tubulin Associated Unit) est traduite à partir du gène MAPT situé 

sur le chromosome 17 et comporte 16 exons (19). Dans le système nerveux central 

(SNC), l’épissage alternatif des exons 2, 3 et 10 est responsable de la production de 

six isoformes qui sont exprimées différentiellement durant le développement du 

cerveau (20). Leur taille varie de 352 à 441 acides aminés (AA), correspondant à une 

masse moléculaire comprise entre 45 et 65 kDa (10). L’isoforme la plus courte, ne 

possédant aucun des trois exons, est exprimée au stade fœtal. En revanche, on 

retrouve les six isoformes chez l’adulte dont l’isoforme la plus longue possédant les 

exons 2, 3 et 10 (21). (Fig 2) 

 
 
A : structure du gène Tau, B : épissage alternatif du pré-ARNm C : 6 isoformes de 
protéine Tau. D’après Sergeant N et al, 2005. 

Figure 2 : le gène de la protéine Tau. 
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La protéine Tau est composée d’une partie acide, la partie N-terminale et d’une 

partie basique, la partie C-terminale. (Fig 3)  

La partie N-terminale contient les domaines N1 et N2 composés 29 AA chacun, ces 

domaines sont codés respectivement par les exons 2 et 3, ce sont les domaines de 

projection de la protéine Tau (10,22). 

La partie C-terminale renferme quant à elle les domaines de liaison aux 

microtubules, il s’agit des domaines R1, R2, R3 et R4 de 18 AA chacun, 

imparfaitement répétés et codés respectivement par les exons 9, 10, 11, et 12 (23). 

Les régions 275VQIINK280 et 306VQIVYK311 sont des régions cruciales, elles sont 

capables d’initier l’agrégation de la protéine Tau en paire de filament en hélice (24). 

  
 
 

D’après Kolarova M et al, 2012. 
 
 
 
 
 

Figure 3 : séquence d'AA de la protéine Tau isoforme la plus longue, 441 AA.  
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 Fonction 

La protéine Tau appartient à la famille des Protéines Associées aux Microtubules 

(MAPs). Les microtubules (MT) sont les composants majoritaires du cytosquelette du 

neurone, ils sont composés de monomères de tubuline et forment l’axone. Ils ont un 

rôle important dans le maintien de la structure du neurone et dans le trafic 

intracellulaire, notamment en permettant le transport rétrograde et antérograde de 

vésicules. 

Grâce à ses domaines R, la protéine Tau se lie aux MT et favorise la polymérisation 

de la tubuline en présence de GTP ; elle inhiberait aussi la dépolymérisation in vitro 

(25). Il a été montré que l’isoforme adulte de Tau (4R) est plus efficace que 

l’isoforme fœtale (3R) pour promouvoir la formation de MT (26). La protéine Tau est 

aussi impliquée dans le transport axonal des vésicules contenant les 

neuromédiateurs libérés dans l’espace synaptique. Cette communication est 

indispensable pour la survie du neurone (27). (Fig 4) 

Rectangles bleus : domaines de liaison au MT (domaines R). 
Ronds roses : sites phosphorylés. 

D’après Kolarova M et al, 2012. 

 

Les domaines de projection de la protéine Tau permettent de maintenir l’organisation 

des MT entre eux au sein de l’axone et assurent leur stabilité par liaison avec 

d’autres constituants cellulaires tels que les filaments d’actine ou la membrane 

cytoplasmique (10). Ils déterminent aussi l’espace entre les MT de l’axone et peuvent 

donc augmenter son diamètre (28). 

Figure 4 : interaction entre la protéine Tau et les microtubules.  
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La liaison de la protéine Tau aux MT dépend entre autre de son état de 

phosphorylation. Il existe 80 sites possibles de phosphorylation sur la protéine Tau 

(isoforme la plus longue, 441 AA) dont au moins 30 ont été caractérisés à l’aide 

d’anticorps monoclonaux et des techniques de spectrométrie de masse et de 

séquençage (10). La liaison de la forme phosphorylée semble moins efficace que 

celle de la forme non phosphorylée, de plus la phosphorylation du résidu sérine 262, 

situé dans le domaine R1, réduit de manière importante l’affinité de la protéine Tau 

pour le MT in vitro (10,29). Lorsqu’elle est phosphorylée, Tau se détache et les MT 

se dépolymérisent. La formation des MT est un processus dynamique régulé par un 

système de phosphorylation/déphosphorylation de la protéine Tau, lui même contrôlé 

par l’action coordonnée de kinases et de phosphatases (10,30,31). 

 

 

 Dégénérescences neurofibrillaires

La protéine Tau étant un dipôle, les monomères de Tau se repoussent à l’état 

physiologique par des charges positives et négatives respectivement au niveau C-ter 

et N-terminale. Au cours de la MA, on assiste à une phosphorylation qualitativement 

anormale de ces régions (32). Les monomères de Tau interagissent alors entre eux 

et s’assemblent d’abord sous forme de dimères de Tau par les domaines de liaison 

aux MT, R2 et R3 (régions 275VQIINK280 et 306VQIVYK311) (24,33), puis en 

oligomères, en filaments (PHF) pour enfin former les lésions de DNF. (Fig 5)  

 
 
 
PHF : paire de filaments en hélice. NFT : dégénérescence neurofibrillaire. 
D’après Cowan et al, 2013. 

Figure 5 : dégénérescence neurofibrillaire 
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On assiste aussi à une hyperphosphorylation de la protéine Tau qui conduit à une 

diminution de sa capacité de liaison aux MT. La protéine Tau se détache des MT qui 

se dépolymérisent : arrêt du trafic rétrograde et antérograde compromettant le 

fonctionnement neuronal (34). Les concentrations en protéine Tau normale (Tau) et 

hyperphosphorylée (P-Tau) augmentent dans le cytoplasme, les paires de filaments 

en hélices se polymérisent pour former la dégénérescence neurofibrillaire (DNF) 

intra-neuronale (33). Ces anomalies conduisent à la mort du neurone. (Fig 6) Les 

protéines Tau et P-Tau sont alors libérées dans l’espace extracellulaire cérébral puis 

passent dans le liquide cérébro-spinal (LCS) où elles peuvent être dosées. La DNF 

débute au niveau de l’hippocampe et de l’amygdale (contrôle de la mémoire et la 

navigation spatiale) puis elle s’étend aux aires associatives temporo-pariéto-

occipitales (contrôle de la gestuelle, du langage et de la reconnaissance) avant de se 

généraliser. La propagation de ces lésions dans le cerveau suit toujours cette même 

topologie et est corrélée à la chronologie d’apparition des signes cliniques et à 

l’atrophie cérébrale (35). 

1 : dégénérescence neurofibrillaire. D’après Querfurth HW et al, 2010. 

 	

1 2 

Figure 6 : résumé du processus physiopathologique conduisant à la 
dégénérescence neurofibrillaire. 
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2. Le peptide amyloïde 

 

 

Le peptide amyloïde est naturellement produit dans le SNC, il provient du clivage 

séquentiel d’une protéine transmembranaire : le précurseur de la protéine amyloïde 

(APP). Contrairement à la protéine Tau dont l’expression est essentiellement 

neuronale, l’APP a une expression ubiquitaire. Dans le cerveau, elle est non 

seulement présente dans les neurones mais également dans les astrocytes et les 

cellules gliales (36). L’APP peut être dégradée selon deux voies : la voie 

amyloïdogène ou la voie non amyloïdogène (4). (Fig 7) 

 

  

La voie amyloïdogène et non amyloïdogène 
D’après Querfurth HW et al, 2010. 
 

Chez le sujet normal, c’est la voie non amyloïdogène qui prédomine. Elle conduit, 

après l’action d’une -sécrétase puis d’une -sécrétase, à la libération du côté 

extracellulaire, de fragments solubles sAPP et p3, qui sont éliminés dans le LCS. 

La voie amyloïdogène, minoritaire, conduit à la libération successivement d’un 

fragment soluble sAPP après action d’une -sécrétase (BACE-1) ainsi qu’à la 

libération de peptides amyloïdes A1-40 et A1-42 après clivage secondaire par la  

-sécrétase. Ces fragments sont aussi libérés dans l’espace extracellulaire. Le 

peptide A1-40, plus soluble et non pathogène, est majoritaire (90%) (4). Le peptide 

A1-42 plus hydrophobe que le peptide A1-40 à tendance à s’agréger (37). Chez le 

sujet sain, la faible quantité d’A1-42 produite est dégradée en A1-38 ou éliminé à 

travers la BHE, il ne s’agrège donc pas.  

Figure 7 : métabolisme de l’APP.  
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La maladie d’Alzheimer est caractérisée par un déséquilibre entre la production et 

l’élimination des peptides amyloïdes. On observe une activation de la voie 

amyloïdogène induite par un dysfonctionnent de l’activité -sécrétase (préséniline 1) 

en faveur de la production de peptides amyloïdes A1-42. D’autre part, les 

processus de dégradation et d’élimination d’A1-42 dans le LCS et à travers la BHE 

sont altérés, conduisant à son accumulation dans l’espace extracellulaire cérébral. 

(Fig 8) 

 

La voie amyloïde est prédominante 
D’après Susanna Schraen-Maschke, BIOCLINORD Lille, 17 février 2015. 

 

 

Les peptides A1-42 en excès forment rapidement des oligomères dans le milieu 

extracellulaire, ces oligomères sont neurotoxiques pour les synapses entrainant leur 

dysfonctionnement (38). Ils se déposent ensuite sous la forme de fibrilles amyloïdes, 

constituants majoritaires des plaques séniles ou plaques amyloïde. (4). 

La distribution des plaques amyloïdes ne semble pas corrélée à la chronologie 

d’apparition des signes cliniques contrairement à la DNF (35). Les plaques séniles se 

forment au niveau de la plupart des aires du cortex cérébral. 

 

Figure 8 : métabolisme de l’APP chez le sujet MA.  
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C. Diagnostic 

 

La MA est une maladie dont le diagnostic du vivant du patient, le plus souvent au 

stade de démence, ne peut être que probable. Le diagnostic de certitude repose sur 

la mise en évidence dans le cerveau post-mortem des deux lésions caractéristiques : 

la présence de plaques séniles et de la DNF. Il est donc indispensable avant de 

poser un diagnostic de MA d’avoir éliminé les autres causes possibles de démence 

(DSM-IV). 

 

Il existe plusieurs recommandations pour le diagnostic de la MA.  

 Les critères du NINCDS-ADRDA : The National Institute of Neurological and 

Communicative Disorders and Strocke (NINCDS) et the Alzheimer’s Disease and 

Related Disorders Association (ADRDA) ont réuni un groupe de travail en 1983 

afin d’établir des critères de diagnostic clinique de la MA. Les critères du 

NINCDS-ADRDA ont été publiés en 1984 (39). Suite aux avancées sur la 

connaissance de la maladie, notamment sur la caractérisation des lésions, ainsi 

que la publication des critères de recherche de Dubois et al en 2007 (40) et 2010 

(1), les critères du NINCDS-ADRDA ont été révisés en 2011. Les nouvelles 

recommandations intègrent donc l’analyse des biomarqueurs de l’imagerie et de 

la biologie (2). 

 Les critères cliniques du DSM-IV : Diagnostic and Statistical Manuel of Mental 

Disorders publié en 1994 par l’association américaine de psychiatrie (APA) 

regroupent 6 critères de diagnostic de la démence de type Alzheimer (Annexe). 

 Les recommandations de la Haute Autorité de Santé (HAS) de 2011. 

 

A des fins de recherche uniquement, des recommandations ont été publiées en 2011 

par The National Institute on Aging-Alzheimer’s Association pour le diagnostic du 

stade MCI et de la phase préclinique de la MA (41,42). 

 

1. Critères cliniques cardinaux : MA probable 

 

Le diagnostic de la MA repose principalement sur un faisceau d’arguments : 

 Examen clinique du patient avec interrogatoire de celui-ci et de son entourage. 

 Histoire médicale détaillée du patient. 
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 Evaluation de la fonction cognitive globale à l’aide de tests neuropsychométriques 

comme l’échelle «  Mini Mental State Examination » (MMSE). 

 Les examens paracliniques : la biologie (hypothyroïdie, vitamines B9, B12) et 

l’imagerie par résonance magnétique (IRM). Ils sont surtout utilisés pour exclure 

une autre cause de démence, due à une maladie systémique où à une autre 

affection du système nerveux central.  

 

2. Critères de recherche : les biomarqueurs 

 

Les critères cliniques restent l’élément fondamental du diagnostic de la MA mais 

l’apport des biomarqueurs (imagerie et biologie) contribuent à préciser le diagnostic. 

Les biomarqueurs sont aussi utilisés en recherche où ils permettent de réaliser un 

diagnostic plus précoce, au stade MCI. Ils pourront aussi permettre d’évaluer 

l’efficacité des traitements à venir de la MA (43). Les recommandations du NINCDS-

ADRDA ne préconisent cependant pas l’utilisation des biomarqueurs en diagnostic 

de routine. Ils sont surtout utilisés comme outil diagnostique optionnel pour le 

clinicien en cas de symptomatologie atypique.  

 

 L’imagerie 

L’IRM structurale est un outil diagnostique et pronostique, il permet aussi d’éliminer 

une cause curable. Au cours de la MA et au stade MCI, on observe une atrophie 

cérébrale corrélée à la perte neuronale. Cette atrophie débute dans la région 

hippocampique puis s’étend aux régions temporo-pariétales et enfin à l’ensemble du 

cortex (44). 

L’imagerie fonctionnelle est principalement utilisée en recherche. Elle permet de 

mettre en évidence, grâce au 18-fluorodeoxyglucose (TEP-FDG), une diminution du 

métabolisme du glucose dans la région temporo-pariétale due à la perte neuronale 

mais cet outil n’est pas spécifique de la MA (45). Le développement de traceurs 

spécifiques vise à cibler précocement le processus physiopathologique et l’évolution 

de la maladie. Un premier traceur permettant de localiser les plaques amyloïdes a 

été mis au point aux États-Unis, le C11-PIB (Carbone 11 Pittsburgh Compound-B) 

mais la demi-vie réduite de ce traceur n’a pas permis sa commercialisation (46). 

D’autres traceurs des plaques amyloïdes combinés au Fluor 18 sont en cours de 

développement, ainsi que des traceurs permettant de mettre en évidence la DNF 

(47). 
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 Les biomarqueurs biologiques 

Les critères d’un bon biomarqueur de la MA ont été définis en 1998 par un groupe 

consensus (48). Un bon biomarqueur doit : 

1) pouvoir être recueilli par un geste non ou peu invasif 

2) être dosé avec une technique à faible coût, reproductible, fiable, et précise.  

3) refléter les modifications biochimiques en rapport avec les lésions 

caractéristiques de la MA 

4) avoir une sensibilité et une spécificité > 80%  

 

 

En 2011, les nouvelles recommandations du NINCDS-ADRDA intègrent dans le 

diagnostic de la MA les biomarqueurs biologiques. On observe au cours de la MA un 

profil caractéristique des biomarqueurs dans le LCS : une baisse des concentrations 

en peptide amyloïde A1-42 associée à une augmentation des concentrations en 

protéine Tau totale (Tau) et hyperphosphorylée (P-Tau) (2). Les trois biomarqueurs 

Tau, P-Tau et A1-42 actuellement validés dans le LCS répondent aux critères d’un 

bon biomarqueur de la MA. 

 

1) Le dosage des biomarqueurs s’effectue dans le liquide cérébro-spinal. Le LCS 

est en contact direct avec le milieu extracellulaire cérébral, c’est une fenêtre 

ouverte sur le cerveau. Par conséquent, il est susceptible de refléter les 

modifications biologiques du cerveau et donc de contenir les marqueurs issus des 

lésions spécifiques de la MA (43). Le LCS est recueilli par ponction lombaire (PL), 

il s’agit d’un geste modérément invasif dont les effets indésirables sont rares 

(moins de 2 % des cas). On retrouve principalement des céphalées et des 

lombalgies plus ou moins sévères qui peuvent être accompagnées de nausées et 

vomissements (syndrome post-PL). Les infections (méningites) et paralysies 

restent extrêmement rares (49). La composition du LCS est très différente de 

celle du plasma, en effet, la concentration en protéines est 100 fois plus faible 

dans le LCS, de l’ordre de 0,2 à 0,4 g/l. Le LCS provient à la fois d’une filtration à 

partir du sang, on retrouve donc les protéines du sérum (albumine/préalbumine, 

immunoglobulines et transferrine), mais aussi d’une sécrétion du liquide interstitiel 

cérébral où l’on peut retrouver des protéines issues du SNC (50). 
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2) Les biomarqueurs de la MA sont dosés dans le LCS par technique ELISA 

sandwich (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). (Cf partie E) Cette technique 

est la méthode de référence actuelle pour le dosage des biomarqueurs dans le 

LCS en France et plus largement en Europe (51). Elle est moins coûteuse que 

l’imagerie et est automatisable et reproductible. Le dosage des 3 biomarqueurs 

dans le LCS est coté BHN 600. 

 

 

3) Les 3 biomarqueurs de la MA Tau, P-Tau et A1-42 doivent refléter les 

modifications biochimiques en rapport avec les lésions caractéristiques de la MA, 

les plaques amyloïdes et la DNF. (Fig 9) 

Dég neurite : dégénérescence des neurites. 
D’après Susanna Schraen-Maschke, BIOCLINORD Lille, 17 février 2015. 

 

La DNF conduit à la mort du neurone qui libère dans le milieu extracellulaire cérébral 

les protéines Tau totales (Tau) et hyperphosphorylées (P-Tau) qui passent ensuite 

dans le LCS où leur concentration augmente. Il a été démontré que les 

concentrations de Tau et P-Tau étaient corrélées à la distribution des DNF mise en 

évidence sur des biopsies cérébrales (52,53). 

Le peptide amyloïde (A) libéré dans l’espace extracellulaire est séquestré au sein 

de la plaque amyloïde, d’autre part son passage dans le LCS est diminué, 

conduisant à une baisse de sa concentration dans le LCS. Le peptide A1-42 est le 

Figure 9 : interprétation des variations des 3 biomarqueurs dans le LCS 
au cours de la MA.  
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principal constituant des plaques amyloïdes. De nombreuses études ont montré que 

de faibles concentrations en peptide A1-42 dans le LCS étaient corrélées à la 

présence de plaques amyloïdes sur biopsies cérébrales et mise en évidence par 

l’imagerie fonctionnelle (C11 PIB) (52,54,55) 

Une diminution des concentrations en A1-42 associée à une augmentation de Tau 

ou P-Tau permet de différencier les patients MA des patients contrôles (43). Ces 

modifications peuvent aussi être retrouvées chez les sujets MCI qui évolueront plus 

tard vers une MA (56,57). 

 

4) La combinaison des dosages  des 3 marqueurs biologiques dans le LCS permet 

de différencier les sujets MA des sujets sains avec une sensibilité de 87 % et une 

spécificité de 84 % (58), et les sujets MA des sujets ayant un autre type de 

démence avec une sensibilité de 86 % et une spécificité de 78 %. Cette 

combinaison permet aussi de prédire le développement d’une démence de type 

MA chez le sujet MCI avec une sensibilité de 84 % et une spécificité de 63 % 

(58). 

 

 Précautions pré-analytiques 

Afin d’avoir de bonnes performances analytiques (sensibilité et spécificité), le dosage 

des biomarqueurs dans le LCS est soumis à un protocole pré-analytique strict. Les 

tubes de recueil du LCS sont critiques pour ce dosage (59). Le recueil du LCS, par 

ponction lombaire, doit se faire impérativement dans des tubes en polypropylène. 

Une étude (Perret-Liaudet et al, 2012) comparant plusieurs tubes a conduit à la 

préconisation du tube SARSTEDT de référence 62.610.201 PP (10ml), qui a les 

propriétés adhésives les plus faibles vis-à-vis des biomarqueurs Tau et A (60). Les 

valeurs seuils ont été calculées pour cette référence de tube en particulier. Les 

prélèvements sont ensuite centrifugés à 1000-1500g pendant 10 minutes et 

décantés dans un nouveau tube en polypropylène. Les échantillons peuvent être 

conservés 48 heures à 4°C, au delà une congélation à – 80°C est nécessaire, la 

congélation à – 20°C est proscrite (61). 
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 interprétation 

 

  

N : nombre de sujets 
MA : démence de type Maladie d’Alzheimer 
nMA : autres types de démences (vasculaire, à corps de Lewy) 
Ctrl : sujets du service de neurologie sans démence 
Valeurs moyennes de la cohorte lilloise. D’après Susanna Schraen-Maschke, 
BIOCLINORD Lille, 17 février 2015. 

 

Dosages ELISA manuels avec les kits commerciaux INNOTEST hTAU Ag, 

INNOTEST PHOSPHO-TAU (181P), INNOTEST -AMYLOID (1-42) de la société 

Fujirebio Europe. 

 

Tableau 1 : Seuils normaux des biomarqueurs A1-42, Tau et P-Tau dans le 
LCS 

Seuils normaux des biomarqueurs dans le LCS* 

A1-42 > 700 pg/ml 

Tau < 400 pg/ml 

P-Tau < 60 pg/ml 

*Seuils valables uniquement pour les tubes SARSTEDT, réf : 62.610.201 PP (59). 

 

Figure 10 : dosages des biomarqueurs Tau, P-Tau et A1-42 dans le LCS.  

MA vs nMA TAU P-TAU Ab42 

 

Seuil (pg/ml) 

ä 

400 

ä 

60 

æ 

700 

Sensibilité % 85 85 60 

Spécificité % 83 86 86 

BIOMARQUEURS TAU, PhTAU ET Ab42 DANS LE LCR 

MA 

nMA 

Ctrl 

Valeurs moyennes de la cohorte Lilloise 

N 

73 

51 

38 

pg/ml 1600 

1400 

1200 

1000 

800 

600 

400 

200 

0 

pg/ml 

140 

120 

100 

80 

60 

40 

20 

0 

pg/ml 
TAU P-TAU Ab42 

*** *** 1000 

800 

600 

400 

200 

0 

*** 
*** 

*** 



 37 

L’interprétation du dosage des biomarqueurs, A1-42, Tau et P-Tau dans le LCS se 

fait de la manière suivante : 

 Aucun biomarqueur altéré, 3 biomarqueurs normaux : profil biochimique du 

LCS normal, non évocateur d’une MA. (Valeurs prédictive de MA : 9,6 %*). 

 3 biomarqueurs altérés : profil biochimique du LCS évocateur d’une MA. 

(Valeurs prédictive de MA : 94,2 %*) 

 2 biomarqueurs altérés : profil biochimique du LCS n’excluant pas le diagnostic 

d’une MA. (Valeurs prédictive de MA : 77,2 %*) 

 1 biomarqueur altéré : profil biochimique du LCS non évocateur d’une MA. 

(Valeurs prédictive de MA : 24,7 %*) 

 

* Valeurs prédictives d’une MA calculées d’après Lehmann et al, 2014 (62). 

 

Le dosage des biomarqueurs dans le LCS est validé et standardisé depuis 2007. 

Selon les recommandations de la Haute Autorité de Santé (HAS) de décembre 2011, 

la prescription est réservée aux formes atypiques de MA et à celles d’évolution 

rapide. 
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D. Tau : un biomarqueur de la MA 

 

 

1. Tau dans le LCS 

 

Les formes moléculaires de Tau présentes dans le LCS sont encore mal connues. 

En effet, la caractérisation moléculaire de Tau avec les techniques actuelles 

(immunoanalyse, spectrométrie de masse et imagerie par résonnance magnétique) 

reste difficile sachant que dans 3 ml de LCS on trouve moins de 3 nanogrammes de 

Tau soit moins de 65 femtomoles (63). 

Le dosage de Tau total par ELISA, augmenté chez les patients MA par rapport à des 

patients contrôles, est plutôt un marqueur général de mort neuronale. Cette 

interprétation provient des études portant sur d’autres pathologies avec mort 

neuronale : dans la maladie de Creutzfeldt-Jakob, caractérisée par une mort 

neuronale intense, on observe les concentrations les plus élevées de Tau, pouvant 

atteindre dans le LCS plus de 10000 pg/ml (64,65). Dans le LCS de patients ayant 

subi un AVC, on observe uniquement des augmentations transitoires de Tau et non 

de P-Tau (66). 

Le dosage de P-Tau quant à lui, serait le reflet de l’hyperphosphorylation observé 

dans la MA. Différents épitopes ont été étudiés, en particulier P-Tau181, P-Tau231 et 

P-Tau199 (67). Ces épitopes apparaissent dans le cerveau à des moments différents 

de la progressions de la MA : la phosphorylation sur la thréonine 231 est un 

événement précoce (68), tandis que la phosphorylation sur la thréonine 181 et sur la 

sérine 199 est plus tardive. Cependant, les concentrations de ces 3 épitopes 

phosphorylés augmentent dans le LCS de manière équivalente chez les sujets MA 

comparés aux sujets atteints d’autres démences (67). 

La protéine Tau est présente dans le LCS sous forme fragmentée (63). Le 

métabolisme de Tau et son turn-over restent cependant mal connus. Selon les 

anticorps utilisés dans les tests ELISA et les épitopes correspondants reconnus, les 

concentrations mesurées devraient correspondre à celle de la protéine Tau entière  

ainsi qu’à celle de ses fragments portant ces épitopes. Une étude récente conforte 

cela en montrant que selon les anticorps (Ac) utilisés dans les tests ELISA, les 

concentrations de Tau dans le LCS sont différentes et ont un pouvoir discriminant 

différent pour séparer les sujets MA des contrôles (69). Cette étude a cependant été 
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réalisée sur un nombre limité de sujets et il est nécessaire dans l’avenir d’évaluer 

l’intérêt du dosage de tel ou tel fragment pour le diagnostic de la MA.  

Il existe d’autres formes de protéine Tau potentiellement intéressante pour le 

diagnostic : des isoformes particulières de Tau, des formes oligomères et des formes 

associées à des vésicules. Le développement de techniques de dosages plus 

sensibles est nécessaire pour mesurer leur concentration. 

 

Le dosage des biomarqueurs dans le LCS est utilisé pour l’aide au diagnostic 

précoce de la maladie d’Alzheimer, toutefois la réalisation d’une ponction lombaire, 

un geste invasif, est difficilement généralisable en consultation mémoire. Le dosage 

plasmatique des marqueurs biologiques de la maladie d’Alzheimer est donc à 

développer. 

 

2. Tau dans le plasma 

 

Les concentrations en biomarqueurs dans le plasma sont 20 à 50 fois plus faibles 

que dans le LCS, soit moins de 1 picomol/L (63,70). Le dosage de la protéine Tau 

dans le sang a été freiné par le manque de sensibilité des techniques 

d’immunoanalyse. Les premières études ayant évaluées la concentration de Tau 

plasmatique ont donc portées sur des patients ayant une mort neuronale intense, 

conduisant à des concentrations élevées de Tau dans le LCS (arrêt cardiaque ou 

maladie de Creutzfeldt-Jakob). Dans ces conditions, la protéine Tau a pu être 

détectée et dosée par technique ELISA dans le plasma (71). Les concentrations de 

Tau plasmatique des sujets atteints de MA sont beaucoup plus faibles et seules deux 

études ont été publiées actuellement.  

 

L’étude de Sparks et al de 2012, a dosé la protéine Tau total dans le plasma et le 

sérum en utilisant une méthode ELISA validée par western blot. Le dosage ELISA a 

été réalisé à l’aide du kit KHB0042 de la société Invitrogen® utilisant comme Ac de 

capture un Ac dirigé contre la protéine Tau totale. Le western blot, quant à lui, utilise 

deux Ac Tau7 et tau12 qui reconnaissent respectivement les parties N-ter et C-

terminales de la protéine Tau. Le dosage a été évalué chez 49 sujets MA, 47 sujets 

MCI et 110 sujets contrôles. Les résultats de cette étude montrent que la protéine 

Tau a pu être détectée dans le plasma mais pas dans le sérum. Les concentrations 

en protéine Tau sont significativement plus faibles chez les sujets MA comparés aux 
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sujets MCI et aux contrôles. Enfin, une corrélation positive a été retrouvée entre les 

concentrations plasmatiques de Tau et les performances cognitives de l’ensemble 

des sujets, évaluées lors de l‘étude longitudinale (72). 

 

L’étude de Zetterberg et al de 2013 a dosé, pour la première fois, la protéine Tau 

totale dans le plasma en utilisant la technique Simoa (Single Molecule Arrays) (70). 

(Cf partie E) Dans cette technique, Tau5 est utilisé comme anticorps monoclonal de 

capture et HT7/BT2 comme anticorps monoclonaux de détection. Ces anticorps 

reconnaissent la partie centrale de la protéine Tau (Tau5 : AA 218 à 225, HT7 : AA 

159 à 163 et BT2 : AA 193 à 198), ce dosage permet donc de détecter toutes les 

isoformes de Tau (73). La limite de détection (LDD) pour cet essai a été calculée à 

0,02 pg/ml, la technique Simoa est donc 1000 fois plus sensible que l’ELISA 

conventionnel. L’étude de Zetterberg et al a étudié les concentrations plasmatiques 

de Tau chez 54 sujets MA, 75 sujets MCI et 25 sujets dits contrôles, ayant une 

cognition normale. Parmi les 75 sujets MCI, 36 sont restés stables durant les 101 

mois de suivi, 35 ont développé une MA (MCI-MA) et 4 ont développé un autre type 

de démence. Les résultats de cette étude montrent que les concentrations 

plasmatiques de Tau sont significativement plus élevées chez les sujets MA 

comparés aux sujets MCI et aux contrôles. Il n’y a pas de différence significative 

entre les concentrations plasmatiques de Tau des sujets MCI-MA et ceux des MCI 

restés stables durant le suivi. Enfin, aucune corrélation n’a été retrouvée entre les 

concentrations de protéine Tau dans le plasma et dans le LCS dans chacun des 

groupes diagnostiques (70). 
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E. Différentes techniques commerciales d’immunoanalyse 

disponibles pour le dosage de Tau 

 

L’immunoanalyse utilise la haute spécificité des anticorps (Ac) et leur diversité pour 

cibler les molécules d’intérêt et mesurer leur concentration.  

Les techniques d’immunoanalyse sont plus sensibles que les techniques de 

néphélémétrie ou de turbidimétrie qui détectent des concentrations minimales de 

l’ordre de 10 mg/l (74). 

Les techniques d’immunoanalyse de type ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent 

Assay) ont été développées dans les années 1970 par Peter Perlmann et Eva 

Engvall pour remplacer les techniques radiométriques trop contraignantes (75,76). 

Dans les premières méthodes de dosage ELISA, direct (Fig 11A) et indirect (Fig 

11B), la molécule d’intérêt est adsorbée au support solide. Ces techniques ont une 

mauvaise sensibilité car l’adsorption sur le support n’est pas spécifique de la 

molécule à doser, d’autres protéines se fixent entrainant une augmentation du bruit 

de fond. L’ELISA compétitif s’affranchi de cet inconvénient, c’est l’anticorps qui est 

adsorbé sur le support solide augmentant la sensibilité du dosage (77). (Fig 11D)  

Cette technique reste cependant très sensible aux interférences du milieu car il s’agit 

d’une méthode compétitive qui utilise une quantité limitante d’Ac. Enfin, la technique 

ELISA sandwich (Fig 11C), basée sur le principe de double capture de l’antigène 

(Ag), permet d’augmenter la spécificité de la réaction et est nettement moins sensible 

aux interférences du milieu car la technique se déroule en excès d’Ac. Cette 

technique est souvent utilisée en première intention lorsque l’on développe de 

nouveaux dosages d’Ag en recherche. 

ELISA direct (A), indirect (B), sandwich (C), compétitif (D).  
D’après Grange RD et al, 2014. 

Figure 11 : représentation des différences entre les dosages ELISA  
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Les premiers kits de dosage de Tau ont été développés pour son dosage dans le 

LCS où les concentrations usuelles se situent entre 100 et 900 pg/ml. 

 

1. ELISA sandwich 

 

L’obtention d’Ac dirigés contre la protéine Tau a permis de développer les premiers 

dosages de type ELISA sandwich. Cette méthode est la méthode de référence 

actuelle pour le dosage de Tau dans le LCS en France et plus largement en Europe 

(51). 

La 1ère étape du dosage ELISA sandwich est la fixation sur un support solide de l’Ac 

de capture complémentaire de l’Ag à doser, un agent saturant (caséine) est ensuite 

ajouté pour réduire la fixation non spécifique. On ajoute ensuite l’échantillon 

biologique contenant l’Ag, celui-ci est capturé par le premier Ac. La 2ème étape 

consiste à détecter l’immun complexe grâce à un second Ac, l’Ac de détection, qui 

est biotinylé, on a alors formation du sandwich. Lors de la 3ème étape, la 

streptavidine, qui a une forte affinité pour la biotine, se fixe au sandwich. Elle est 

couplée à une enzyme (péroxydase) qui après addition du substrat va produire une 

coloration proportionnelle à la concentration en Ag dans l’échantillon (77). (Fig 12) 

 

D’après le site internet www.rndsystems.com (page 
consultée le 29 avril 2015) 
 

 

	   	

1
ère

 étape 2
ème

 étape 3
ème

 étape 4
ème

 étape 

	

Anticorps de capture 

Ag : analyte à doser 

Streptavidine-péroxydase 

Anticorps de détection biotinylé 

Figure 12 : principe général de formation du 
sandwich par technique ELISA.  
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Le support utilisé est une microplaque de 96 puits. 

C’est cette technique ELISA sandwich qui a été utilisée dans ce travail pour mettre 

au point le dosage de la protéine Tau dans le plasma. 

 

Avantages : 

 Très bonne sensibilité et spécificité : reconnaissance de 2 épitopes différents  

 Simple 

 Moins d’interférences que les méthodes compétitives, on travaille en excès d’Ac 

 Cinétique de réaction beaucoup plus rapide que pour les méthodes compétitives : 

excès de réactif 

 Gamme de concentration mesurée supérieure à celle de l’ELISA compétition et à 

celle de la néphélémétrie, turbidimétrie 

 Limite de détection plus faible que celle de l’ELISA compétition 

Inconvénients : 

 Non utilisable pour les petites molécules (haptène) : nécessite au moins deux 

épitopes distincts 

 Grand volume de réaction par puits (100 L) : diminution du signal par diffusion 

 Grand volume d’échantillon : 25 à 100 L (51) 

 Réaction monoplexe (51) 

 Gamme de concentrations plus limitées que celles des nouvelles méthodes 

d’immunoanalyse avec détection fluo ou électrochimiluminescence 

 

Il n'existait jusque très récemment que deux types de trousse de dosage de Tau par 

ELISA dans le LCS validé par la Communauté européenne (CE) pour le diagnostic in 

vitro de la MA. Il s’agit des kits commerciaux INNOTEST® hTAU Ag (dosage de la 

protéine Tau totale) et INNOTEST® PHOSPHO-TAU (181P) (dosage de la protéine 

Tau phosphorylée sur la tyrosine en position 181), fabriqué par la société Fujirebio 

Europe®, autrefois Innogenetics®. Ce sont donc celles utilisées actuellement en 

France pour l’aide au diagnostic médical. Cependant très récemment un nouveau kit 

commercial ELISA de la Société Euroimmun® a obtenu le label CE pour le dosage 

de Tau total. Dans l’avenir proche d’autres Sociétés vont également labelliser des 

kits de dosage de Tau. Il y aura alors probablement une diversification des méthodes 

de dosage utilisées en France dans les laboratoires pour la pratique clinique. 

L’inconvénient de l’ELISA sandwich est que le site Ac peut être masqué partiellement 

par le support ce qui conduit à une baisse significative de la réaction et donc de la 
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sensibilité du dosage. Pour pallier à cela, des traitements de l’Ac capture ont été 

développés pour mieux exposer le site de reconnaissance. Ces traitements 

consistent  à l’addition d’un ancrage permettant d’éloigner l’Ac de la surface solide en 

ajoutant par exemple la partie Fc d’un Ac. 

Ainsi, de nouvelles techniques basées sur le même principe de formation d’un 

sandwich Ac-Ag-Ac ont été développées. Elles utilisent de nouveaux supports pour 

la fixation de l’Ac de capture ainsi que de nouveaux systèmes de détection de l’Ac de 

révélation, permettant d’une part de couvrir des gammes de concentration plus 

importantes et d’autre part le multiplexage. Pour le dosage de Tau dans le LCS, 2 

dosages ont été développés, un dosage par technologie MSD et un autre par 

technologie Luminex. 

 

2. MSD 

 

La Technologie MSD (Meso Scale Discovery) est un système multianalytique qui 

utilise comme méthode de détection l’électrochimiluminescence. (Fig 13) Au fond du 

puits réactionnel, on trouve une électrode de carbone sur laquelle sont fixés 

plusieurs Ac de capture différents permettant de détecter plusieurs molécules 

simultanément. Le principe de dosage de l’ELISA sandwich reste le même. Après 

formation du sandwich, une différence de potentiel au niveau de l’électrode permet 

l’oxydation et l’excitation de l’ion Ruthénium conjugué à l’Ac de détection, conduisant 

à l’émission d’un signal lumineux (photons). (Fig 14) 

D’après le livre Immunoanalyse de Catherine Massart, 2009, EDP Sciences. 

Figure 13 : principe de l’électrochimiluminescence.  
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D’après le site internet www.mesoscale.com (page consultée le 30 avril 2015) 

 

Avantages : 

 Multiplexage, utile dans le diagnostic de la MA car plusieurs paramètres peuvent 

être dosés en même temps. 

 Rapide  

 Faible bruit de fond 

 Economie d’échantillon 

 Système robuste 

 Gamme dynamique supérieure à l’Elisa (permet de détecter, sans dilution 

supplémentaire, les concentrations importantes de Tau détectées dans le LCS 

lors des pathologies avec mort neuronale importante comme par exemple la 

maladie de Creutzfeld Jakob) 

Inconvénients : 

 Coût élevé 

 Système fermé 

 

Pour le dosage de Tau, un kit est commercialisé permettant le dosage simultané de 

la protéine Tau totale, phosphorylée sur la tyrosine en 231 et du peptide A1-42 (V-

PLEX human Tau, P-Tau (231) et A1-42 kit). 

 

Figure 14 : principe de la technologie MSD.  
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3. Luminex 

 

D’après Moalic et al, 2004. 

 

La technologie Luminex100 Microsphere System® est une technologie qui allie les 

compétences de la cytométrie en flux à deux lasers (rouge et vert) et l‘utilisation de 

microbilles en polystyrène (78). 

La technologie Luminex reprend le principe de dosage de l’ELISA sandwich mais l’Ac 

de capture est fixé sur une microbille de 5,6 μm de diamètre. Lors de la fabrication 

de ces microbilles, deux fluorochromes sont incorporés à l'intérieur avec pour chaque 

microbille, un rapport précis de la quantité des deux fluorochromes incorporés, cela 

permet de les identifier (79). La technologie Luminex est donc un système 

multianalytique puissant puisque jusqu'à 100 microbilles différentes peuvent être 

inclues dans un même puits de réaction. Après ajout de l’échantillon contant l’Ag à 

doser, le sandwich se forme à la surface des microbilles contenues dans le puits de 

réaction. (Fig 15) La suspension de microbilles est aspirée, puis elle passe dans une 

veine liquide, à la sortie les billes sont excitées par un jeu de deux lasers, le laser 

rouge qui permet d’identifier la bille et le laser vert qui excite le fluorochrome couplé 

à l’Ac de détection et témoigne de la présence de l’Ag (78). 

Avantages : 

 Multiplexage, utile dans le diagnostic de la MA car plusieurs paramètres peuvent 

être dosés en même temps. 

 Economie d’échantillon 

 Rapide  

Inconvénients : 

 Les billes sont très sensibles à la lumière (80) 

Figure 15 : principe de la technologie Luminex.  
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 Coût  

 Système très sensible aux vibrations extérieures qui entraient un décalage des 

lasers 

 Nécessité d’une utilisation régulière car sinon dépôt de tampon dans les circuits 

et altération du système de flux. 

 

Pour le dosage de Tau, un kit AlzBio3®  est commercialisé par la société Fujirebio® 

permettant le dosage simultané des biomarqueurs Aβ1-42, Tau et P-Tau 

(phosphorylée sur la tyrosine 181) dans le LCS. 

C’est ce kit qui est utilisé dans les programmes de recherche américains sur la 

maladie d’Alzheimer ADNI®.  

 

Ces techniques restent insuffisantes pour doser la protéine Tau dans la majorité des 

plasmas. En effet, les concentrations plasmatiques de Tau sont beaucoup plus 

faibles que dans le LCS (<1 picoM). Le dosage de Tau dans le plasma nécessite une 

optimisation des méthodes de dosage. 

La composition du plasma, beaucoup plus riche en protéines par rapport au LCS, est 

responsable d’une augmentation de l’effet matrice et donc d’une augmentation du 

bruit de fond. L’effet matrice perturbe la réaction Ag/Ac par fixation de protéines sur 

l’Ag ou l’Ac de capture. Très récemment un dosage de Tau dans le plasma par une 

nouvelle technologie combinant le principe ELISA et celui de la microfluidique a été 

proposé.  

 

4. Simoa 

 

SiMoA (Single Molecule Arrays) est une technique ultrasensible, capable de détecter 

un signal provenant d’une seule molécule, commercialisée par Quanterix®. 

La Technique Simoa reprend le principe de dosage de l’ELISA sandwich mais l’Ac de 

capture est fixé sur une bille paramagnétique de 2,7 m de diamètre, il recouvre 

toute la surface de la bille. Le reste du dosage est identique, les réactifs utilisés sont 

les mêmes que dans un ELISA standard.  

L’échantillon biologique contenant l’Ag à doser est ajouté, sa concentration doit être 

de l’ordre du pg/ml afin qu’un seul sandwich se forme par bille. Les 10000 billes sont 

mélangée avec la solution de substrat et sont réparties dans les micropuits, ces puits 

ne pouvant contenir qu’une seule bille. 
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Le capteur réalise alors une mesure digitale de chaque puits, donc de chaque bille, 

afin de déterminer si l’Ag est présent ou non (81). (Fig 16) 

 

D’après Tanen et al, 2014. 

 

Avantages :  

 Le volume réactionnel est très faible (50 fl), il correspond à un micropuits dans 

lequel vient se loger une bille paramagnétique. La coloration produite par un 

sandwich ne diffuse pas à travers le milieu réactionnel mais est directement 

mesurée par le capteur d’où une sensibilité beaucoup plus élevée qu’avec la 

technique ELISA sandwich (81). 

 Automatisable 

 Rapide  

Inconvénients : 

 Coût  

 monoplexe 

 

Quanterix® : A1-40 (sur commande), A1-42 et Tau (recherche). 

 

Figure 16 : principe de la technique d’immunoanalyse Simoa.  
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Les concentrations des biomarqueurs diffèrent entre les différentes techniques 

d’immunoanalyse ELISA, Luminex et MSD (82). Ceci provient du fait qu’il n’existe 

pas de matériel de référence certifié (MRC) pour réaliser les calibrateurs de la 

protéine Tau (83). Il est assez facile de reproduire un MRC pour de petites molécules 

comme le glucose, en revanche il est beaucoup plus compliqué de le faire pour des 

protéines dont il est difficile d’établir la pureté du à des problèmes de contaminations 

ou à des problèmes d’hétérogénéité causés par les modifications post 

traductionnelles (83). Le développement d’un tel standard est une tâche complexe 

qui nécessite la collaboration des chercheurs, des industriels et des laboratoires de 

métrologie. Toutefois, les techniques de dosage ont pu être comparées et les 

concentrations sont hautement corrélées entre les techniques ELISA, MSD et 

Luminex (82). Cependant l’absence de MRC rend difficile la comparaison des 

différentes études portant sur le dosage de Tau. 
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F. ADx215 : objectifs de l’étude 

 

1. ADx215 

 

L’anticorps ADx215 a été généré à partir de souris immunisées par une protéine Tau  

produite chez la levure. Le gène de la protéine Tau humaine a été implanté dans le 

génome de la levure. Des mutations dans les gènes codant les kinases ont été 

réalisées conduisant à la synthèse, par la levure, d’une protéine Tau ayant les  

caractéristiques de celle retrouvée dans la MA (hyperphosphorylation, changement 

de conformation et auto-agrégation). Cette protéine Tau a été purifiée et injectée à 

des souris afin qu’elles s’immunisent. 

L’anticorps ADx215 ainsi produit, a été caractérisé et validé sur différents modèles 

tels que des protéines Tau recombinantes, des homogénats de cerveaux de patients 

MA ou des souris mutées THY-Tau 22 (73). 

 

Tout d’abord, l’épitope reconnu par ADx215 a été déterminé. L’Ac ADx215 reconnaît 

la partie N terminale de la protéine Tau au niveau de la séquence d’AA 

16GTYGLGDRK24, quand celle-ci n’est pas phosphorylée sur la tyrosine 18. (Fig 17) 

Cet épitope est spécifique des primates (pas de détection de la protéine Tau de 

souris) (73). 

Ensuite, des expériences de western blots avec des protéines Tau recombinantes 

ont montré que ADx215 reconnaît la protéine Tau sous forme phosphorylée (65 à75 

kDa), non phosphorylée (60 à 62 kDa) et des oligomères de  protéine Tau (100 à 130 

kDa) qui semblent correspondre à des dimères de Tau (73). 

Enfin, ADx215 reconnaît la protéine Tau in vivo. Sur des homogénats du cortex 

fronto-temporale obtenus à partir de patients MA (niveaux de Braak 4, 5 et 6), 

ADx215 marque systématiquement la DNF et les dimères de protéine Tau, en plus 

des différentes formes de monomères. Ces dimères seraient impliqués dans la 

propagation de la MA (84). 

L’affinité de l’Ac ADx215 pour l’isoforme la plus longue (441 AA, 2N/4R) est très 

grande : sa constante d’équilibre de dissociation est : Kd = 14 pmol/L (73). Utilisé 

comme Ac de détection biotinylé, ADX215 permet le dosage des la protéine Tau 

totale dans le LCS.  
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Séquence d’AA de la protéine TAU, *ADx215, HT7, BT2 et AT120 
Adapté d’après Kolarova M et al, 2012. 

 

A noter que les Ac AT120, HT7 et BT2, utilisés pour le dosage dans le LCS de la 

protéine Tau totale avec le kit commercial INNOTEST hTAU Ag, ciblent la partie 

centrale de la protéine Tau. AT120 se lie au niveau des AA 218 à 224, BT2 au 

niveau des AA 193 à 198 et HT7 au niveau des AA 159 à 163 (73), (FUJIREBIO, 

FRI94931). (Fig 17)  

 

 

2. Objectifs de l’étude 

 

L’objectif principal de notre travail est d’optimiser le dosage de la protéine Tau dans 

le plasma par technique ELISA sandwich avec l’Ac ADx215 et d'appliquer ce dosage 

aux plasmas des patients de la cohorte BLATAZAR. 

 

	

Figure 17 : épitopes reconnus par les différents Ac dirigés contre Tau.  
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Les objectifs secondaires de notre travail ont été : 

- de sélectionner les patients de la cohorte BALTAZAR ayant les concentrations 

plasmatiques de protéine Tau les plus élevées. 

- de comparer chez ces patients, les résultats du dosage plasmatique de Tau avec 

l’Ac ADx215 : 

 Entre les différents groupes diagnostiques de l’étude BALTAZAR 

 Aux résultats du dosage plasmatique avec  le kit INNOTEST hTAU 

 Aux résultats du dosage des biomarqueurs (Tau, P-Tau et A1-42) dans le 

LCS 

 

 

3. Conduite de l’étude 

	 Optimisation 
dosage ADx215 

Sélection des patients 
BALTAZAR 

Pour le dosage ADx215 

Echantillons utilisés : 
 

Calibrants 
Contrôles 
Patients BALTAZAR 

Echantillons utilisés : 
 

Patients BALTAZAR 
ü 42 MA 
ü 36 MCI  

Plasmas M0 et M24 
	

Protocole de départ D 

Protocole final optimisé C3 
Tableau 9 

Cf tableau 3 

1er dosage INNOTEST hTAU 

En parallèle : 
Dosage ADx215 
2ème dosage INNOTEST hTAU 
	

1
ère

 décongélation 

2
ère

 décongélation 

20 patients BALTAZAR sélectionnés 
ü 14 MA 
ü 6 MCI-MA 

Résultats 
ADx215  

Tableau 11 

Comparaison ADx215 
/ INNOTEST hTAU 

Figure 27 

	

Résultats tableau 10 
 

Figure 18 : conduite de l'étude 
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Notre travail s’est déroulé en 3 parties. 

Nous avons tout d’abord optimisé le dosage ELISA sandwich avec l’Ac ADx215 afin 

d’avoir un bruit de fond le plus faible et des densités optiques (DO) optimales. Un 

protocole final optimisé a été établi. 

Parallèlement, nous avons sélectionné à l’aide du kit commercial INNOTEST hTAU 

(Ac de capture AT120) 78 patients BALTAZAR, 42 MA et 36 MCI. Les patients ayant 

plasmas avec les plus fortes concentrations en protéine Tau ont été sélectionnés, 

soit 40 plasmas (M0 et M24) au total, correspondant à 20 patients, 14 MA et 6 MCI-

MA. 

Ces plasmas ont été ensuite dosés avec l’ADx215 selon le protocole final optimisé.  

Un second dosage INNOTEST hTAU a été réalisé en parallèle afin de les comparer 

et de s’affranchir de la variabilité due à la décongélation. 
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II. Matériel et méthode 

A. Les patients : étude BALTAZAR-Pla-Tau 

 

1. Présentation 

L’étude BALTAZAR-Pla-Tau est une étude secondaire du PHRC National 

BALTAZAR (Biomarker of AmyLoid pepTide and AlZheimer’s diseAse Risk, 

ClinicalTrials.gov n°NCT01315639), à l’initiative des trois Centres Mémoire de 

Ressources et de Recherche de Lille, Paris et Montpellier. 

Il s’agit d’une étude prospective en cours, multicentrique regroupant 30 centres en 

France. Elle a débuté en septembre 2010 et est sous la responsabilité de 

l’Assistance Publique / Hôpitaux de Paris. 

L’étude princeps BALTAZAR a pour objectif principal d’étudier l’intérêt du dosage 

plasmatique des peptides amyloïdes A1-40, A1-42 pour évaluer le pronostic de la 

MA. L’étude BALTAZAR-Pla-Tau s’intéresse quant à elle à l’intérêt du dosage de la 

protéine Tau totale dans le plasma pour évaluer ce même risque. 

 

2. Procédure  

 

Tableau 2 : principaux examens réalisés aux différentes visites 

         Examens 

Visites             
Clinique Neuropsychométrique IRM Plasma LCS* 

Inclusion M0 oui oui oui oui 
oui 

Si accord 

Tous les 6 mois 

M6 - M12 - M18 
oui oui - - - 

2 ans M24 oui oui oui oui 
oui 

Si accord 

30 mois M30 oui oui - - - 

3 ans M36 oui oui - - - 

 

Conversion MCI 

en MA 
oui oui oui oui - 

* Le dosage des biomarqueurs dans le LCS nécessite l’accord du patient pour 
la ponction lombaire. 
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Les sujets sélectionnés au sein de l’étude BALTAZAR sont suivis durant 3 ans, avec 

7 visites d’évaluation. 

Les biomarqueurs dosés sont : 

 dans le LCS : A1-42, Tau, P-Tau           

 dans le plasma : A1-42, A1-40, Tau total.  

BALTAZAR est l’une des cohortes les plus importantes dans la recherche de 

nouveaux biomarqueurs, elle centralise des données cliniques et para cliniques 

provenant de tests neuropsychométriques, de l’imagerie et de la biologie. 

 

3. Objectifs  

 

Les études BALTAZAR et BALTAZAR-Pla-Tau visent à déterminer s’il existe une 

corrélation entre les taux de biomarqueurs plasmatiques (A1-40, A1-42, Tau 

totale) et le risque de conversion des sujets MCI en MA ou de dégradation des sujets 

MA, évaluée par le test neuropsychométrique MMSE. 

 

4. Critères d’inclusion 

 

L’étude BALTAZAR a inclus 1052 sujets : 

 502 avec une maladie d’Alzheimer diagnostiquée : MA 

 514 avec des troubles cognitifs légers : MCI 

 36 sont en cours de diagnostic. 

 MA 

Le groupe MA est composé de sujets âgés de 45 ans et plus, qui répondent aux 

critères diagnostiques internationaux de la maladie d’Alzheimer du DSM IV-TR et du 

NINCDS-ADRDA (2). 

Seuls les sujets atteints de MA légère à modérée ont été inclus dans le groupe MA, 

ils ont été définis par un score MMSE supérieur à 15. 

 MCI 

Le groupe MCI est composé de sujets âgés de 70 ans et plus, qui ne répondent ni à 

des critères de démence, ni à une fonction cognitive normale.  

Les sujets MCI répondent aux critères internationaux de Petersen (85). 

 MCI-MA 

Les sujets MCI-MA sont des patients qui ont été inclus dans l’étude au sein du 

groupe MCI et qui se sont convertis en MA au cours des trois années de suivi. 
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5. Critères d’exclusion 

 

Fonction cognitive normale. 

Forme génétique de MA. 

Dépression majeure. 

Autres maladies pouvant interférer avec l’évaluation des fonctions cognitives : 

 Epilepsie 

 Maladie de Parkinson 

 Schizophrénie 

 Autres démences : vasculaire, à corps de Lewy, fronto-temporale. 

Contre indication à l’IRM, à la ponction lombaire. 

Sujet ayant déjà été inclus dans l’étude BALTAZAR.  

 

B. Le kit commercial INNOTEST hTAU Ag 

 

Le kit commercial INNOTEST® hTAU Ag est un test ELISA sandwich en phase 

solide qui permet la détermination quantitative de la protéine Tau totale c’est à dire 

phosphorylée et non phosphorylée, dans le liquide cérébrospinal (LCS). 

(FUJIREBIO, FRI94931) 

 

1. Principe du test  

 

Méthode ELISA immunoenzymatique de type sandwich. 

L’anticorps de capture AT120 est greffé au fond d’un puits, le LCS est ajouté, la 

protéine Tau ou ses fragments présents dans l’échantillon sont capturés par ce 

premier anticorps. (Fig 19) 

Une incubation avec deux anticorps de détection, HT7 et BT2, permet la formation 

de sandwich. Ces deux anticorps étant biotinylés, la détection du sandwich se fait 

grâce à la streptavidine-peroxydase, la streptavidine se liant à la biotine des 

anticorps de détection.  

Après addition de la solution de substrat, les échantillons vont développer une 

coloration, son intensité est proportionnelle à la quantité de protéine Tau totale 

humaine présente dans l’échantillon. 
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SV= streptavidine ; HRP= peroxydase de la racine de radis. Les trois anticorps 
monoclonaux  HT7, BT2 et AT120 reconnaissent des épitopes différents de la 
protéine Tau. D’après la notice FRI94931 de FUJIREBIO, 2014. 
 
 

2. Qualification du test dans le LCS 

 Limite de détection (LDD) 

La limite de détection est calculée par le fournisseur à partir d’un échantillon blanc 

(diluant échantillon) testé à 60 reprises. La moyenne + 2 écart type de l’absorbance 

des échantillons blancs a été calculée puis convertis en concentration en protéine 

TAU. La LDD obtenue dans le LCS est de 34 pg/ml. 

 

 Limites de quantificat ion 

La limite inférieure de quantification (LDQ) correspond à la concentration la plus 

faible pour laquelle on a une précision de mesure et un biais estimé ne dépassant 

pas 20 %, la LDQ est de 57 pg/ml dans le LCS. De même, la limite supérieure de 

quantification correspond à la concentration la plus élevée avec une précision et un 

biais estimé inférieurs à 20 % soit 968 pg/ml. 

 

3. Utilisation du kit 

 

Nous avons utilisé ce kit dans un premier temps pour sélectionner les patients de 

l’étude BALTAZAR avec les plus fortes concentrations en protéine Tau. Un contrôle 

de qualité interne a été réalisé (mélange plasma/LCS) afin de valider les séries. 

Nous avons également utilisé ce kit dans un deuxième temps pour comparer les 

Figure 19 : principe du dosage INNOTEST hTAU Ag.  
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résultats du dosage ADx215 avec ceux du dosage INNOTEST hTAU après un cycle 

de décongélation des échantillons.  

 

C. Optimisation du dosage ADx215 

 

La quantité réduite d’anticorps ADx215 disponible pour mener la comparaison avec 

l’anticorps AT120 nous a conduits à améliorer ce dosage mais nous a limités dans le 

nombre de tests réalisés.  

Nous avons choisi de comparer les DO brutes pour sélectionner les meilleures 

conditions de dosage, en effet cela nous a permis de comparer de faibles DO, en 

dessous du seuil de quantification. 

Adapté d’après la notice FRI94931 de FUJIREBIO, 2014. 

 

1. Test ELISA de départ (protocole D) 

 Préparation des réactifs 

Tampon carbonate : 

Préparer une solution de bicarbonate de sodium NaHCO3 à 0,1 mol/L (4,2 g pour 500 

ml) ainsi qu’une solution de carbonate de sodium Na2CO3 à 0,1 mol/L (2,645 g pour 

250 ml). 

Ajouter progressivement le Na2CO3  dans le NaHCO3 jusqu’à obtenir une solution de 

pH égale à 9,6. 

 

Solution de caséine 0,1 % : 

La solution de caséine est à réaliser la veille pour permettre sa dissolution complète. 

Amener la solution de lavage 25X du kit INNOTEST hTAU à température ambiante 

60 min avant utilisation. 

	

ADx215 

TAU 
HT7 

BT2 

Bio

Bio 

SV 

HRP 

Figure 20 : principe du dosage ADx215.  
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Diluer la solution de lavage au 25
ème

 avec de l’eau stérile. 

Préparer une solution de caséine à 0,1 % à dissoudre dans la solution de lavage 

diluée (0,020 g de caséine dans 20 ml de solution de lavage diluée). 

Le reste de la solution de lavage diluée sera utilisée pour les étapes de lavage du 

protocole. 

 

 Greffe de l’anticorps de capture ADx215 

À partir d’une microplaque ELISA vierge (NUNC F8 Maxisorp, réf. 469949) on 

dépose dans chaque puits 100 L d’anticorps de capture, ADx215 à 2 g/ml dilués 

dans du tampon carbonate. Recouvrir la plaque d’un film plastique et la laisser une 

nuit à 4C. Enlever le surnageant de la solution de coating sans rincer. 

Saturer les puits avec 200 L de solution de caséine à 0,1% et laisser incuber une 

heure à 37C. Rincer les puits avec 200 L de solution de lavage diluée. Répéter 3 

fois cette étape. 

 

 Protocole de lavages et de révélation 

Nous avons repris les réactifs (anticorps secondaires, diluants, solution de lavage, 

substrat) du kit commercial INNOTEST hTAU. 

Amener l’ensemble des réactifs à température ambiante 60 min avant utilisation. 

Diluer les 2 anticorps de révélation biotinylés, HT7 et BT2 (conjugué 1) au 100ème 

avec le diluant conjugué 1, vortexer et déposer 75 L dans chaque puits. 

Déposer ensuite les échantillons : 100 L de tampon SD utilisé comme blanc (diluant 

échantillon du kit), 25 L de calibrant, 25 L de contrôles (RVC1, RVC2) et 100 L 

de plasma. Mélanger en tapotant le coté de la plaque, couvrir d’un film puis laisser 

incuber une nuit (14 à 18 heures) à 25C. 

Le lendemain, rincer 4 fois les puits avec 200 L de solution de lavage diluée. 

Diluer le conjugué 2 100X (streptavidine-peroxydase) au 100ème avec le diluant 

conjugué 2, vortexer et déposer 100 L dans chaque puits. Laisser incuber 30 min à 

25C. 

Rincer 4 fois les puits avec 200 L de solution de lavage diluée. 

Diluer le substrat TMB 100X (tétraméthylbenzidine) au 100ème avec le tampon 

substrat, vortexer, déposer 100 L dans chaque puits, la solution doit être incolore 

avant le dépôt.  

Laisser la plaque à l’abri de la lumière à 25C pendant 30 min. 
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Ajouter ensuite 50 L de solution d’arrêt prêt à l’emploi dans chaque puits.  

Les puits positifs de couleur bleu deviennent jaunes, la réaction est arrêtée. 

Lecture de la plaque à une longueur d’onde de 450 nm afin d’obtenir les 

absorbances. 

 

2. Echantillons utilisés pour l’optimisation 

 

Au cours de l’optimisation, nous avons utilisé la gamme de calibration (cal 1 à cal 6) 

et les contrôles (RVC1 et RVC2) du kit commercial INNOTEST hTAU dans le LCS 

(LOT : 400062) dont les concentrations sont les suivantes : 

Cal 6  = 40,8 pg/ml 
Cal 5  = 122,4 pg/ml  
Cal 4  = 271,5 pg/ml 
Cal 3  = 599,8 pg/ml  
Cal 2  = 879,7 pg/ml  
Cal 1  = 2324,9 pg/ml 
RVC1  = 618,6 – 1030,9 pg/ml 
RVC2  = 139,1 – 231,8 pg/ml 

 

Nous avons aussi testé avec le protocole ELISA de départ, le plasma de 10 patients 

pris au hasard dans l’étude BALTAZAR, 5 patients M0 et 5 patients M24.  

Les patients avec les DO supérieures au blanc ont été sélectionnés pour 

l’optimisation du dosage ADx215, il s’agit des patients 010123VD, 010234SC, 

010540GJ. 

 

 

3. Optimisation des tampons de dilution des conjugués  

Tableau 3 : protocoles T1 àT3. 

Dans le protocole ELISA de départ (T1), le conjugué 1 contenant les anticorps de 

révélation HT7 et BT2 et le conjugué 2 contenant la streptavidine-péroxydase sont 

dilués respectivement dans le diluant conjugué 1 et 2 du kit INNOTEST hTAU.  

Afin d’optimiser les conditions d’hybridation Ag/Ac secondaires, nous avons comparé 

le protocole T1 à deux autres, T2 et T3. Ces protocoles utilisent un seul tampon de 

dilution pour les deux conjugués : pour le protocole T2 un tampon PBS/BSA 0,2 % et 

pour le protocole T3 un tampon PBS/Tween 0,05 %.  

Nous avons testé pour ces 3 conditions un blanc (100 L de tampon SD), 25 L de 

calibrant 6 et 25 L des deux contrôles de qualité du kit, RVC1 et RVC2.  

Les résultats obtenus (DO brutes) ont été comparés au protocole initial T1. 
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4. Optimisation du volume de plasma 

 

Tableau 3 : protocoles Vp1 à Vp3. 

Afin d’économiser la quantité de plasma utilisé dans le dosage, nous avons testé 3 

volumes de plasma : 100 L (Vp1), 50 L (Vp2) et 25 L (Vp3) avec une 

concentration en ADx215 de 2 g/ml.  

Pour chaque condition, deux échantillons de plasma 010123VD et 010234SC  ont 

été testés.  

Les résultats obtenus (DO brutes) ont été comparés au protocole initial Vp1. 

 

 

5. Optimisation de la concentration en ADx215 

 

Tableau 3 : protocoles C1 à C8. 

La concentration du protocole de départ C1 est de 2 g/ml. 

Dans le but d’optimiser la quantité d’anticorps ADx215 utilisée dans le test, nous 

avons comparé différentes concentrations décroissantes en partant de 2 g/ml. 

Les concentrations testées sont en g/ml : 1,5 – 1 – 0,5 – 0,25 – 0,125 – 0,05 – 0,02.  

Pour chaque condition, deux échantillons de plasma : 010123VD et 010234SC ainsi 

qu’un blanc et la gamme complète de calibration ont été testés. 

Les résultats obtenus (DO brutes) ont été comparés à la concentration de départ 2 

g/ml. 

 

6. Optimisation du volume de coating ADx215  

 

Tableau 3 : protocoles Vadx1 et Vadx2. 

Dans un même but d’optimiser la quantité d’anticorps ADx215 utilisés dans le 

dosage, nous avons cherché à diminuer le volume d’anticorps déposé.  

100 L et 50 L ont été testés avec le blanc et la gamme complète de calibration. 

Les résultats obtenus (DO brutes) ont été comparés au protocole initial Vadx1. 
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7. Bilan des étapes d’optimisation 

 

Tableau 3 : bilan des étapes d'optimisation 

Condition testée Protocoles  

Tampons de dilution des 

conjugués 
T 

T1 

 

Kit INNOTEST hTAU 

Kit INNOTEST hTAU 

 

 

T2 

 

PBS/BSA 0,2 % 

T3 PBS/Tween 0,05 % 

Volume de plasma Vp 

Vp1 

 

100 L 

100 L Vp2 

 

50 L 

Vp3 25 L 

Concentration en ADx215 C 

C1 2 g/ml 

C2 1,5 g/ml 

C3 1 g/ml 

C4 0,5 g/ml 

C5 0,25 g/ml 

C6 0,125 g/ml 

C7 0,05 g/ml 

C8 0,02 g/ml 

Volume de coating ADx215 Vadx 
Vadx1 

 

100 L 

Vadx2 50 L 

 

 

8. Test ELISA final optimisé (protocole C3) 

 Préparation des réactifs 

Tampon carbonate : 

Préparer une solution de bicarbonate de sodium NaHCO3 à 0,1 mol/L (4,2 g pour 500 

ml) ainsi qu’une solution de carbonate de sodium Na2CO3 à 0,1 mol/L (2,645 g pour 

250 ml). 

Ajouter progressivement le Na2CO3 dans le NaHCO3 jusqu’à obtenir une solution de 

pH égale à 9,6. 

 

Solution de caséine 0,1 % : 

La solution de caséine est à réaliser la veille pour permettre sa dissolution complète. 

Amener la solution de lavage 25X du kit INNOTEST hTAU à température ambiante 

60 min avant utilisation. 

Diluer la solution de lavage au 25ème avec de l’eau stérile. 



 63 

Préparer une solution de caséine à 0,1 % à dissoudre dans la solution de lavage 

diluée (0,020 g de caséine dans 20 ml de solution de lavage diluée). 

Le reste de la solution de lavage diluée sera utilisée pour les étapes de lavage du 

protocole. 

 

 Greffe de l’anticorps de capture ADx215 

À partir d’une microplaque ELISA vierge (NUNC F8 Maxisorp, réf. 469949) on 

dépose dans chaque puits 100 L d’anticorps ADx215 à 1 g/ml dilués dans du 

tampon carbonate. Recouvrir la plaque d’un film plastique et la laisser une nuit à 4C. 

Enlever le surnageant de la solution de coating sans rincer. 

Saturer les puits avec 200 L de solution de caséine à 0,1% et laisser incuber une 

heure à 37C. Rincer les puits avec 200 L de solution de lavage diluée. Répéter 3 

fois cette étape. 

 

 Protocole de lavages et de révélation 

Diluer le conjugué 1 100X (2 anticorps monoclonaux anti-TAU, HT7 et BT2) au 

100ème avec le diluant conjugué 1, vortexer et déposer 75 L dans chaque puits. 

Déposer ensuite les échantillons : 25 L de tampon SD utilisé comme blanc (diluant 

échantillon du kit), 25 L de calibrant, 25 L de contrôles (RVC1, RVC2) et 50 L de 

plasma. Mélanger en tapotant le coté de la plaque, couvrir d’un film puis laisser 

incuber une nuit (14 à 18 heures) à 25C. 

Le lendemain, rincer 4 fois les puits avec 200 L de solution de lavage diluée. 

Diluer le conjugué 2 100X (streptavidine-peroxydase) au 100ème avec le diluant 

conjugué 2, vortexer et déposer 100 L dans chaque puit.  

Laisser incuber 30 min à 25C. 

Rincer 4 fois les puits avec 200 L de solution de lavage diluée. 

Diluer le substrat TMB 100X (tétraméthylbenzidine) au 100ème avec le tampon 

substrat, vortexer, déposer 100 L dans chaque puits, la solution doit être incolore 

avant le dépôt.  

Laisser la plaque à l’abri de la lumière à 25C pendant 30 min. 

Ajouter ensuite 50 L de solution d’arrêt prêt à l’emploi dans chaque puits.  

Les puits positifs de couleur bleu deviennent jaunes, la réaction est arrêtée. 

Lecture de la plaque à une longueur d’onde de 450 nm afin d’obtenir les 

absorbances. 
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D. Statistiques 

 

Nous avons utilisé le logiciel Prism6 pour Windows, version 6.05 (GraphPad 

Software Inc. CA, USA).  

Le seuil de signification retenu est de 5 % soit une valeur du p < 0,05. 

 

Les variables quantitatives analysées sont : 

 La concentration en protéine Tau dans le plasma, en pg/ml. 

 La concentration des biomarqueurs dans le LCS (Tau, P-Tau et A1-42), en 

pg/ml. 

 L’âge : en années 

Etant donné le faible effectif (n < 30), nous avons choisi d’utiliser des tests non 

paramétriques. Les résultats sont exprimés en médiane. 

Les variables qualitatives analysées sont : 

 Le sexe : codé 1 pour les hommes et 2 pour les femmes. 

 Génotype d’APOE : codé 4 pour E3/E3, 5 pour E3/E4 et 6 pour E4/E4 

 

1. Analyse des dosages de Tau dans le plasma 

 

Nous avons réalisé les analyses statistiques avec 2 séries de valeurs de 

concentrations en protéine Tau. Une première analyse a été effectuée avec 

l’ensemble des valeurs obtenues, sans tenir compte des seuils de détection 

recommandés et calculés. Les valeurs négatives ont toutefois été ramenées à 0 

(série de valeurs sans seuil). Nous avons ensuite réalisé une seconde analyse en 

tenant compte cette fois des seuils de détection, ainsi les valeurs inférieures à ces 

seuils (seuil recommandé de 34 pg/ml pour le dosage INNOTEST hTAU et seuil 

calculé à 39 pg/ml pour le dosage ADx215), ont été ramenées à zéro (série de 

valeurs avec seuils). 

 

À l’aide du test de Wilcoxon pour séries appariées, nous avons comparé les 

concentrations en protéine Tau avec les deux dosages ADx215 et INNOTEST hTAU 

chez les mêmes patients aux temps M0 et M24. 

De même, nous avons comparé les moyennes des deux groupes indépendants MA 

et MCI-MA  aux temps M0 et M24 à l’aide du test de Mann & Whitney. 
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Enfin, les corrélations entre les deux anticorps ADx215 et AT120 ont été réalisées à 

l’aide du test de corrélation de Spearman et la droite de régression a été calculée à 

l’aide de l’équation classique de la régression linéaire : 

 Avec et sans prise en compte des seuils de détection. 

 Avec et sans les valeurs discordantes. 

 

Les deux dosages de protéines Tau avec le kit INNOTEST hTAU ont été comparés 

avant et après décongélation à l’aide du test de Wilcoxon pour séries appariées. 

 

2. Tests de corrélations des dosages de Tau dans le plasma avec les 

données cliniques et biologiques du LCS 

 

À l’aide du test de corrélation de Spearman nous avons étudié la corrélation entre les 

dosages plasmatiques de Tau (ADx215 et INNOTEST hTAU) et : 

 Tau dans le LCS, dosage INNOTEST® hTAU Ag 

 P-Tau dans le LCS, dosage INNOTEST® PHOSPHO-TAU (181P) 

 A1-42  dans le LCS, dosage INNOTEST® Β-AMYLOID (1-42) 

Ces analyses statistiques ont été réalisées avec et sans prise en compte des seuils 

de détection 

 

Nous avons aussi étudié, grâce au test de Mann & Whitney la corrélation entre les 

dosages plasmatiques de protéine Tau (ADx215 et INNOTEST hTAU) et : 

 L’âge 

 L’APOE 

 Le sexe 
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III. Résultats 

A. Optimisation du dosage ADx215 

 

Notre objectif est d’améliorer le dosage ADx215 de façon à avoir le bruit de fond le 

plus faible (blanc) et d’avoir des DO optimales pour les concentrations les plus 

faibles. 

Au cours de l’optimisation, nous avons utilisé les calibrants (cal 1 à cal 6) et les 

contrôles (RVC1 et RVC2) du kit commercial INNOTEST hTAU Ag dans le LCS dont 

les concentrations sont les suivantes :  

Cal 6  = 40,8 pg/ml 
Cal 5  = 122,4 pg/ml  
Cal 4  = 271,5 pg/ml 
Cal 3  = 599,8 pg/ml  
Cal 2  = 879,7 pg/ml  
Cal 1  = 2324,9 pg/ml 
RVC1  = 618,6 – 1030,9 pg/ml 
RVC2  = 139,1 – 231,8 pg/ml 

 
Nous avons aussi utilisés 3 patients de l’étude BALTAZAR : 010123VD, 010234SC 

et 010540GJ. 

Les résultats de l’optimisation du dosage ADx215 sont exprimés en DO, la quantité 

réduite d’anticorps ADx215 ne nous ayant pas permis de réaliser une gamme de 

calibration complète pour chaque protocole. 

 

1. 1ère condition testée : tampons de dilution des conjugués  

 

Tableau 4 : résultats (DO 450 nm) obtenus selon les différents tampons 

 Protocoles 
 
              
Echantillons 

T1 = D T2 T3 

Tampons du kit 
commercial 

Tampon 
PBS/BSA 0,2 % 

Tampon 
PBS/Tween 

0,05 % 

Blanc 0,045 0,057 0,050 

Cal 6  0,045 0,05 0,046 

RVC 1 1,272 0,927 1,204 

RVC 2 0,133 0,123 0,173 

 

 

On observe un bruit de fond plus élevé avec le protocole T2 comparé aux deux 

autres protocoles T1 et T3 qui ont un bruit de fond comparable. Les DO des 
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contrôles RVC1 et RVC2 sont plus faibles pour le protocole T2 comparé aux 

protocoles T1 et T3. 

 

Conclusion : Le protocole T2 semble être le moins performant. Les protocoles T1 et 

T3 sont comparables mais le protocole T1 présente l’avantage d’utiliser un tampon 

commercial, bien standardisé. Nous avons donc décidé de rester sur le protocole T1. 

 

 

2. 2ème condition testée : volume de plasma 

 

Tableau 5 : résultats (DO 450 nm) obtenus selon les différents volumes de 
plasma 

              Protocoles      

                   

Echantillons 

Vp1 = D Vp2 Vp3 

100 L 50 L 25 L 

010123VD 0,449 0,400 0,212 

010234SC 0 ,111 0,093 0,074 

010540GJ 0,048 0,056 0,048 

 

 

On observe une baisse significative des DO avec le protocole Vp3. Pour l’échantillon 

le plus concentré en protéine Tau, 010123VD, on a une valeur de DO 

approximativement 2 fois plus faible avec le protocole Vp3 par rapport à Vp1. Pour 

010234SC, on observe une baisse de DO de 28 % entre les protocoles Vp1 et Vp3. 

En revanche, on n’observe pas de différence notable entre les protocoles Vp1 et 

Vp2, le coefficient de variation (CV) moyen pour 010123VD étant de 8,2% et de 12,5 

% pour 010234CS. 

Pour l’échantillon 010540GJ, la protéine Tau est non quantifiable avec les 3 

protocoles. 

 

Conclusion : 25 L de plasma semble être un volume de plasma trop faible pour 

assurer une bonne quantification. Les protocoles Vp1 et Vp2 sont comparables, nous 

avons donc sélectionné le protocole Vp2 qui permet de réaliser une économie de 

plasma par rapport à Vp1. 
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3. 3
ème

 condition testée : concentration en ADx215 

 

Tableau 6 : résultats (DO 450 nm) obtenus selon les différentes concentrations 

en ADX215 (g/ml). 

             Protocoles                          

 

Echantillons 

C1 = Vp2 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 

2 1,5 1 0,5 0,25 0,125 0,05 0,02 

Blanc 0,044 0,044 0,042 0,042 0,043 0,043 0,036 0,042 

Cal 6 0,060 0,047 0,051 0,051 0,043 0,043 0,045 0,041 

Cal 5 0,121 0,109 0,111 0,047 0,043 0,050 0,046 0,041 

Cal 4 0,318 0,290 0,306 0,094 0,049 0,093 0,099 0,045 

Cal 3 0,982 0,907 0,932 0,288 0,158 0,282 0,185 0,128 

Cal 2 1,471 1,425 1,428 0,623 0,299 0,487 0,593 0,312 

Cal 1 2,362 2,379 2,241 1,151 0,762 1,102 1,499 0,938 

010123VD 0,400 0,357 0,389 0,139 0,137 0,151 0,163 0,190 

010234SC 0,093 0,098 0,075 0,043 0,042 0,046 0,042 0,045 

La ligne bleue sépare les protocoles pour lesquels les DO restent stables de 
ceux pour lesquels on observe une baisse des DO. 

 

On observe une stabilité des DO de la gamme de calibration et des patients jusqu’au 

protocole C3, en effet, le CV moyen des protocoles C1 et C3 est de 5,5 %. Avec le 

protocole C4 on observe une baisse de moitié des DO entre les protocoles C1 et C4. 

 

Conclusion : La concentration la plus faible permettant de garder des DO stables par 

rapport au protocole C1 est 1 g/ml. Le protocole C3 a donc était sélectionné, la 

diminution de la concentration en ADx215 nous a permis de réaliser le double de 

dosages. 

Un problème technique a du survenir lors de la réalisation de la gamme de 

calibration du protocole C5, les DO étant inférieurs à celles du protocole C6. Ceci n’a 

cependant pas eu d’impact pour le choix du protocole. 
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4. 4
ème

 condition testée : volume de coating ADx215  

 

Tableau 7 : résultats (DO 450nm) obtenus selon les différents volumes de 
coating d'ADx215 

                      Protocoles 

Echantillons 

Vadx1 = C3 Vadx2 

100 L 50 L 

Blanc 0,044 0,047 

Cal 6 0,044 0,044 

Cal 5 0,084 0,046 

Cal 4 0,318 0,080 

Cal 3 0,560 0,297 

Cal 2 1,015 0,501 

Cal 1 2,252 0,895 

 

 

On note une diminution importante des DO à partir du cal 5 avec le protocole Vadx2, 

en effet, les DO sont plus faibles de 45 % pour le calibrant 5 et jusqu’à 75 % pour le 

calibrant 4 par rapport au protocole Vadx1. 

 

Conclusion : La diminution du volume de coating entraine une baisse significative 

des DO, nous avons donc gardé 100 L comme volume de coating d’ADx215. 
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5. Le blanc et la gamme de calibration 

 

L’absorbance du blanc et de la gamme de calibration ont été mesurées pour une 

concentration en ADx215 égale à 1 g/ml à trois reprises lors des tests d’optimisation 

de la concentration en ADx215 ainsi que lors du dosage des patients BALTAZAR 

sélectionnés.  

 

Tableau 8 : fidélité intermédiaire (DO 450 nm) du protocole final C3 déterminée 
à partir de 4 séries 

 
Série 1 Série 2 Série 3 

BALTAZAR 

Série 4 

CV (%) 

Blanc 0,042 0,041 0,043 0,048 7,15 

Cal 6 0,051 0,044 0,047 0,053 8,27 

Cal 5 0,111  0,121 0,149 15.51 

Cal 4 0,306 0.417 0,273 0,443 26,46 

Cal 3 0,932 1,061 0,742 1,176 19,03 

Cal 2 1,428 1,512 1,374 1,684 9,03 

Cal 1 2,241 2,371 2,26 2,596 6,89 

 

 

On observe une bonne reproductibilité des valeurs de DO du blanc et de la gamme 

de calibration (CV moyen = 12,71 %, inférieur à 20 %). À noter que le calibrant 4 

montre le CV le plus important.  

 

Conclusion : La fidélité intermédiaire de cette méthode ELISA sandwich manuelle 

semble satisfaisante. Ces données nous ont permis de déterminer l’écart type du 

blanc (ET = 0,0031) nous permettant de déterminer la limite de détection et de 

quantification du dosage ADx215. 

Exclusion de la valeur cal 5 du test 2 car aberrante. 
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6. Conclusion : meilleure condition pour chaque étape 

 

Tableau 9 : conditions testées pour chaque étape d'optimisation 

Protocoles 
Tampons de dilution 

des conjugués 

Volume de 

plasma 

Concentration 

en ADx215 

Volume de 

coating 

d’ADx215 

Départ = D Kit INNOTEST hTAU 100 L 2 g/ml 100 L 

T1 = D Kit INNOTEST hTAU 100 L 2 g/ml 100 L 

T2 PBS/BSA 0,2 % 100 L 2 g/ml 100 L 

T3 PBS/Tween 0,05 % 100 L 2 g/ml 100 L 

Vp1 = D Kit INNOTEST hTAU 100 L 2 g/ml 100 L 

Vp2 Kit INNOTEST hTAU 50 L 2 g/ml 100 L 

Vp3 Kit INNOTEST hTAU 25 L 2 g/ml 100 L 

C1 = Vp2 Kit INNOTEST hTAU 50 L 2 g/ml 100 L 

C2 Kit INNOTEST hTAU 50 L 1,5 g/ml 100 L 

C3 Kit INNOTEST hTAU 50 L  1 g/ml 100 L 

C4 Kit INNOTEST hTAU 50 L 0,5g/ml 100 L 

C5 Kit INNOTEST hTAU 50 L 0,25 g/ml 100 L 

C6 Kit INNOTEST hTAU 50 L 0,125 g/ml 100 L 

C7 Kit INNOTEST hTAU 50 L 0,05 g/ml 100 L 

C8 Kit INNOTEST hTAU 50 L 0,02 g/ml 100 L 

Vadx1 = C3 Kit INNOTEST hTAU 50 L 1 g/ml 100 L 

Vadx2 Kit INNOTEST hTAU 50 L 1 g/ml 50 L 

Final = C3 Kit INNOTEST hTAU 50 L 1 g/ml 100 L 

Surligné en bleu la condition sélectionnée pour chaque étape, ainsi que le 
protocole final. 
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 Limite de détection (LDD) 

La LDD a été calculée à partir des quatre mesures du blanc selon la formule : 

 LDD = moyenne + 2 * écart-type 

 LDD = 0,0435 + 2 * 0,0031 

 LDD = 0,0497  soit 39,6 pg/ml  

 

 Limite de quantification (LDQ) 

La LDQ a été calculée à partir des quatre mesures du blanc selon la formule : 

 LDQ = moyenne + 10 * écart-type 

 LDQ = 0,0435 + 10 * 0,0031 

 LDQ = 0,074  soit 64,8 pg/ml 

 

 

B. Sélection des patients BALTAZAR pour le dosage ADX215 

 

 

156 plasmas BALTAZAR (M0 et M24) ont été pris au hasard avec une répartition 

égale entre les MA et les MCI (dont les MCI-MA). (Fig 21) 

La quantité réduite d’Ac ADx215 nous a contraint à sélectionner les 40 plasmas 

BALTAZAR avec les concentrations les plus élevées en protéine Tau.  

Cette sélection a été réalisée grâce au dosage du kit commercial INNOTEST hTAU 

pour lequel nous n’étions pas limités par le nombre de test.  

Les résultats obtenus ont été classés en trois catégories (Cf. tableau 10) : 

 Les non détectables : signal inférieur à la limite de détection. 

 Les détectables : signal détectables mais inférieur à la limite de quantification. 

 Les quantifiables : signal supérieur à la limite de quantification. 

Les limites de détection et de quantification choisies sont celles données dans le 

LCS par le kit commercial, soit respectivement, 34 pg/ml et 57 pg/ml.
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Tableau 10 : résultats 1er dosage INNOTEST hTAU, classification en 3 groupes : non 

détectables, détectables et quantifiables et selon 3 groupes diagnostiques : MA, MCI et MCI-MA 

                           

 

 Non détectables   

(x < 34 pg/ml) 

Détectables 

(34 ≤ x ≤ 57 pg/ml) 

Quantifiables       

 (x > 57 pg/ml) 

 n Patients 
sélectionnés 

n Patients 
sélectionnés 

n Patients 
sélectionnés 

MA 

n = 84 

(54%) 

M0 

n = 42 
34 

010496CS 
140137AM 
020169LH 

2 110224FT 
030018CM 

6 
010015CP 
010162FJ 
010177PS 
030127SM 
070102TP 
070290CB 
010341KA 
030073PL 

M24   

n = 42 
33 1 070148RM 8 

MCI  

n = 46 

(29%)  

M0  

n = 23 
17 aucun sélectionné 2 aucun sélectionné 4 aucun sélectionné 

M24  

n = 23 
19 aucun sélectionné 2 aucun sélectionné 2 aucun sélectionné 

MCI-MA 

n = 26 

(17%) 

M0  

n = 13 
9 

010566FL 
020789KM 

0  4 
010001PR 
010855GM 
160086JM 
290431BE 

M24  

n = 13 
9 0  4 

total 156 121 (77,5%) 7 (4 ,5%) 28 (18%) 

Figure 21 : sélection des plasmas BALTAZAR 

           Banque d’échantillons de plasmas BALTAZAR 
 

1052 sujets : 514 MCI, 502 MA 
n = 2134 plasmas  

 
 
 
1

ère sélection : au hasard 
Critère : autant de MCI  
que de MA. 

 
 
 
 
 
 
2

ème
 sélection : Screening des 

plasmas détectables. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

78 sujets : 23	MCI, 13 MCI-MA, 42 MA 
n = 156 plasmas 

	

1ère décongélation des aliquots 

1er dosage INNOTEST hTAU 
Recongélation 

20 sujets : 6 MCI-MA, 14 MA 

n = 40 plasmas 

M0 

M24 

M0 
M24 

SÉLECTION 
 

1) choix en fonction des résultats 
du dosage INNOTEST hTAU 

2) choix en fonction du diagnostic 
 

M0 

M24 
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n = nombre d’échantillon de plasma (total, M0 ou M24) 
 

Parmi les quantifiables, on trouve des MA, des MCI et des MCI-MA. Le pourcentage 

de plasmas quantifiables est plus élevé chez les sujets MCI-MA : 4/13 soit 31 % que 

chez les sujets MA : 8/42 soit 19 % et chez les MCI : 4/23 soit 17 %. 

 

Conclusion : Pour la sélection, nous avons choisi de nous focaliser sur les patients 

MA et MCI-MA. Cela va nous permettre de comparer des stades précoces versus 

des stades tardifs de MA. 

Nous avons éliminé les sujets MCI car il s’agit d’un groupe hétérogène d’un point de 

vue diagnostique, en effet à ce stade de l’étude le suivi reste insuffisant et tous 

n’évolueront pas vers une MA. De plus, chez les MCI le pourcentage de plasmas 

quantifiables est plus faible que chez les MA et MCI-MA. 

Afin d’avoir les échantillons avec les valeurs de Tau les plus élevées, nous avons 

donc sélectionné 14 sujets MA (8 quantifiables, 3 détectables et 3 non détectables) 

et 6 MCI-MA (4 quantifiables et 2 non détectables) pour le dosage ADx215 ; nous 

étions limités à 40 plasmas. (Cf. tableau 10) 

 

C. Résultats du dosage plasmatique avec ADx215 

 

Un second dosage des plasmas avec l’Ac AT120 a été réalisé en parallèle de celui 

avec ADx215 afin de pouvoir comparer les deux dosages sans biais supplémentaire 

dû au cycle de congélation/décongélation. (Cf. tableau 11) 

Figure 22 : dosage des plasmas sélectionnés avec ADx215 

 

20 sujets : 6 MCI-MA, 14 MA 
n = 40 plasmas 

M0 
M24 

2ème décongélation des 40 aliquots 

Dosage ADx215 
2ème dosage INNOTEST hTAU 

En parallèle 

Résultats ADx215 
Tableau 11 

Comparaison ADx215 / 
INNOTEST hTAU 

Figure 27 
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Tableau 11 : résultats des dosages plasmatiques ADx215 et 2ème dosage 
INNOTEST hTAU 

Patients Diagnostic Dosage ADx215 2ème dosage INNOTEST hTAU 

030127SM M0 1 152,61 102,33 
030127SM M24 1 270,74 186,66 
030073PL M0 1 29,52 0 
030073PL M24 1 186,68 126,99 
030018 CM M0 1 388,52 16,07 
030018 CM M24 1 439,85 11,12 
110224FT M0 1 53,82 92,32 
110224FT M24 1 40,77 47,72 
070290CB M0 1 270,26 38,47 
070290CB M24 1 280,26 24,20 
070102TP M0 1 261,41 196,52 
070102TP M24 1 251,56 180,82 
070148RM M0 1 48,56 0 
070148RM M24 1 105,46 29,81 
010162FJ M0 1 484,19 406,66 
010162FJ M24 1 324,08 303,12 
010015CP M0 1 59,83 48,49 
010015CP M24 1 132,57 6,95 
010341KA M0 1 30,78 1,90 
010341KA M24 1 56,63 24,20 
010177PS M0 1 49,78 362,90 
010177PS M24 1 42,83 355,29 
020169LH M0 1 29,52 9,46 
020169LH M24 1 31,20 9,46 
140137AM M0 1 31,20 7,79 
140137AM M24 1 33,29 5,27 

 010496CS M0 1 30,36 6,95 
 010496CS M24 1 29,52 0 

020789KM M0 2 45,70 16,07 
020789KM M24 2 50,59 20,15 
160086JM M0 2 263,10 333,10 
160086JM M24 2 357,37 358,00 
010001PR M0 2 179,73 207,65 
010001PR M24 2 126,73 220,19 
010855GM M0 2 60,22 211,93 
010855GM M24 2 39,53 122,09 
290431BE M0 2 389,20 290,97 
290431BE M24 2 291,07 290,74 
010566FL M0 2 39,12 25,01 
010566FL M24 2 39,00 16,89 
Diagnostic : 1 = MA, 2 = MCI-MA. Dosage : protéine Tau en pg/ml. 

Valeurs en marron : sous le seuil de détection (34 pg/ml pour le dosage INNOTEST 
hTAU et à 39 pg/ml pour le dosage ADx215) ramenées à 0 pour les tests statistiques 
avec seuils. 

Chaque dosage ADx215 a été réalisé en double avec un CV moyen de 4,68 %.  
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Les valeurs vont de 29,52 à 484,19 pg/ml. La moyenne est à 150,7 pg/ml et la 

médiane à 60 pg/ml. 

Pour le dosage ADx215, la LDD est de 39,6 pg/ml et la LDQ de 64,8 pg/ml, nous 

avons: 

 11 plasmas non détectables 

 10 plasmas détectables 

 19 plasmas quantifiables 

 

1. Corrélation des dosages INNOTEST hTAU avant et après 

décongélation 

 

Les dosages de Tau plasmatique avec le kit INNOTEST hTAU avant et après un 

cycle de décongélation ont été comparés à l’aide du test de Wilcoxon pour séries 

appariées. Les analyses statistiques ne montrent pas de différence significative       

(p = 0,3209 > 0,05) due au cycle de décongélation entre ces 2 dosages. De plus on 

observe une corrélation significative (p < 0,0001) et forte, le R2 est égal à 0,8494 

entre les 2 dosages INNOTEST hTAU. Nous avons donc utilisé le 2ème dosage 

(après décongélation) dans toutes les analyses. 

 

 

2. Comparaison des dosages M0 et M24 

 Avec le dosage ADx215 

Les dosages à M0 et M24 ont été comparés à l’aide du test de Wilcoxon pour séries 

appariées, avec la série de valeurs sans seuil. (Fig 23) 

Figure 23 : concentrations de Tau plasmatique déterminées avec le 
dosage ADx215 à M0 et M24 chez les 40 sujets BALTAZAR sélectionnés  

	 P = 0,4749 

57* 

116* 
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____* : médiane 
M0 : échantillon de plasma à l’inclusion dans l’étude 
M24 : échantillon de plasma à 2 ans de suivi 
 

Ces résultats ne montrent pas de différence significative (p = 0,4749 > 0,05) entre les  

concentrations de Tau plasmatique dosées à M0 et M24 avec ADx215.  

 

 

 Avec le dosage INNOTEST hTAU 

Les dosages à M0 et M24 ont été comparés à l’aide du test de Wilcoxon pour séries 

appariées, avec la série de valeurs sans seuil. (Fig 24) 

____* : médiane 
M0 : échantillon de plasma à l’inclusion dans l’étude 
M24 : échantillon de plasma à 2 ans de suivi 
 

 

Ces résultats ne montrent pas de différence significative (p = 0,6473 > 0,05) entre les  

concentrations de Tau plasmatique dosées à M0 et M24 avec INNOTEST hTAU.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24 : concentrations de Tau plasmatique déterminées avec le dosage 
INNOTEST hTAU à M0 et M24 chez les 40 sujets BALTAZAR sélectionnés  

	P = 0,6473 

44* 39* 
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3. Comparaison des patients MA et MCI-MA 

 Avec le dosage ADx215 

Nous avons  comparé les moyennes des deux groupes indépendants MA et MCI-MA 

à l’aide du test de Mann & Whitney, avec la série de valeurs sans seuil. (Fig 25) 

___* : médiane 
MA : 28 plasmas M0 et M24. MCI-MA : 12 plasmas M0 et M24 
 

L’analyse statistique des données ne montre pas de différence significative (p = 

0,5259 > 0,05) entre les concentrations de Tau plasmatique chez les patients MA et 

MCI-MA avec le dosage ADx215. 

 

 Avec le dosage INNOTEST hTAU 

Nous avons  comparé les moyennes des deux groupes indépendants MA et MCI-MA 

à l’aide du test de Mann & Whitney, avec la série de valeurs sans seuil. (Fig 26) 

Figure 25 : concentrations de Tau plasmatique déterminées avec 

le dosage ADX215 chez les sujets MA et MCI-MA sélectionnés 

Figure 26 : concentrations de Tau plasmatique déterminées avec le 
dosage INNOTEST hTAU chez les sujets MA et MCI-MA sélectionnés 

M
A

M
C

I -
M

A

- 1 0 0

0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

5 0 0

6 0 0

p
g

/m
l

	 P = 0,5259 
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____* : médiane 
MA : 28 plasmas M0 et M24. MCI-MA : 12 plasmas M0 et M24 
 

Les médianes sont égales à 27 pg/ml pour les MA et à 210 pg/ml pour les MCI-MA. 

L’analyse statistique des données montre une différence significative (p = 0,0315 < 

0,05) entre les concentrations de Tau plasmatique des sujets MA versus MCI-MA 

avec le dosage INNOTEST hTAU. Ces concentrations sont plus élevées chez les 

patients MCI-MA que chez les MA. 

 

4. Corrélation entre les dosages ADx215 et INNOTEST hTAU 

 

À l’aide du test de corrélation de Spearman nous avons testé la corrélation entre les 

deux dosages ELISA (ADx215 et INNOTEST hTAU) avec la série de valeurs avec 

seuils. La droite de régression a été calculée à l’aide de l’équation classique de la 

régression linéaire. (Fig 27) 

Figure 27 : résultats de la corrélation entre les dosages ADX215 et 
INNOTEST hTAU 
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A : Corrélation entre ADx215 et AT120, 40 plasmas. 
 : valeurs discordantes. 

 

B : Corrélation entre ADx215 et AT120 sans les 6 valeurs 
discordantes, 34 plasmas. 

010177PS 

030018CM 
070290CB 

Y= 0,4772X + 43,57 

 ρ = 0,5345, p = 0,0004 

Y= 0,8653X + 0,8538 

 ρ = 0,8484, p < 0,0001 
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Les valeurs de Tau utilisées sont celles du 2
ème

 dosage INNOTEST hTAU. 

 

On observe une dispersion des données autour de la droite de régression pour le 

graphique 27.A. Il existe une corrélation significative entre les dosages ADx215 et 

INNOTEST hTAU (p = 0,0004 < 0,05). Le ρ est égal à 0,5345 et montre que cette 

corrélation est faible. On note 6 valeurs discordantes qui correspondent aux 

échantillons M0 et M24 des 3 patients 010177PS, 070290CB et 030018CM. Pour 

ces échantillons, la protéine Tau n’est détectée que par un seul dosage, INNOTEST 

hTAU pour 010177PS et ADx215 pour 070290CB et 030018CM. En supprimant ces 

6 valeurs on obtient une corrélation significative (p < 0,0001) et beaucoup plus forte 

(ρ
 
= 0,8484). (Fig 27.B) 

Nous avons obtenu des résultats analogues en comparant la série de valeurs sans 

seuil. 

 

 

D. Comparaison des dosages de Tau dans le plasma et le LCS 

 

Nous avons pu obtenir pour 18 de nos 20 patients BALTAZAR les résultats du 

dosage des biomarqueurs dans le LCS (Tau, P-Tau et A1-42) à l’inclusion dans 

l’étude (M0). Les résultats étaient manquants pour les patients 070290CB et 

020789KM. Le dosage de la protéine Tau dans le LCS a été réalisé avec le même kit 

INNOTEST hTAU Ag que celui utilisé dans le plasma. P-Tau a été dosé avec le kit 

INNOTEST PHOSPHO-TAU (181P) et A1-42 avec INNOTEST Β-AMYLOID (1-42). 

Nous avons également pu obtenir leur âge, leur sexe et le génotype de l’APOE. Ces 

données sont résumées dans le tableau 12. 

 

Concernant la corrélation entre les marqueurs du LCS, on retrouve bien dans nos 

échantillons les données de la littérature, à savoir une corrélation entre Tau et P-Tau 

dans le LCS (p < 0,0001). Ceci permet de valider notre cohorte.  

 

Aucune corrélation n’a été retrouvée entre les dosages de Tau plasmatique (ADx215 

et INNOTEST hTAU) et le sexe, le génotype de l’APOE ou la concentration en     

A1-42 dans le LCS. 
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Tableau 12 : résultats du dosage des biomarqueurs (Tau, P-Tau et A1-42) dans le LCS, du dosage de Tau plasmatique 
avec ADx215 et INNOTEST hTAU, âge, sexe et génotype de l’APOE. 

Patients Diagnostic Age Sexe APOE Aβ-42 LCS PTAU LCS TAU LCS 
ADx215 
plasma 

INNOTEST hTAU 
plasma 

030127SM M0 1 80 2 4 741 122 702 152,61 102,33 

030073PL M0 1 85 1 5 679 78 656 29,52 0 

030018CM M0 1 63 1 4 931 20 236 388,52 16,07 

110224FT M0 1 76 2 5 519 78 696 53,82 92,32 

070290CB M0 1 67 2 6 nr nr nr 270,26 38,47 

070102TP M0 1 74 1 5 542 72 366 261,41 196,52 

070148RM M0 1 73 2 5 656 95 562 48,56 0 

010162FJ M0 1 77 2 5 918 131 828 484,19 406,66 

010015CP M0 1 85 1 4 393 48 423 59,83 48,49 

010341KA M0 1 66 1 5 714 88 777 30,78 1,90 

010177PS M0 1 86 2 4 767 152 980 49,78 362,90 

020169LH M0 1 73 1 5 535 124 697 29,52 9,46 

140137AM M0 1 76 2 5 638 158 972 31,20 7,79 

010496CS M0 1 60 2 5 742 106 863 30,36 11,50 

020789KM M0 2 nr nr 4 nr nr nr 45,70 16,07 

160086JM M0 2 79 2 nr 699 42 333 263,10 333,10 

010001PR M0 2 78 2 nr 532 52 391 179,73 207,65 

010855GM M0 2 86 1 nr 1279 60 440 60,22 211,93 

290431BE M0 2 75 2 5 720 80 463 389,20 290,97 

010566FL M0 2 75 2 6 419 89 724 39,12 25,01 
 

Diagnostic : 1 = MA, 2 = MCI-MA. Age : années. Sexe : 1 = homme, 2 = femme. APOE : 4 = E3/E3, 5 = E3/E4, 6 = E4/E4. 
Concentration en protéine Tau en pg/ml. nr : non renseigné.
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À l’aide du test de corrélation de Spearman avec les séries de données tenant 

compte des seuils, nous avons pu mettre en évidence une corrélation significative   

(p = 0,0167 < 0,05) entre les concentrations de Tau plasmatique déterminées avec le 

dosage INNOTEST hTAU et l’âge des patients. On observe une augmentation des 

concentrations de Tau dès l’âge de 70 ans. (Fig 28) 

 

 

En revanche cette corrélation n’a pu être mise en évidence avec le dosage ADx215 

(p = 0,7398 > 0,05). (Fig 29) 

Figure 28 : concentrations de Tau plasmatique déterminées 
avec le dosage INNOTEST hTAU en fonction de l’âge des 20 
patients BALTAZAR 

Figure 29 : concentrations de Tau plasmatique déterminées 
avec le dosage ADx215 en fonction de l’âge des 20 patients 
BALTAZAR 
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À l’aide du test de corrélation de Spearman, avec les séries de données tenant 

compte des seuils, on observe une corrélation significative (p = 0,0166 < 0,05) entre 

les concentrations de Tau plasmatique dosées avec ADx215 et les concentrations de 

Tau dans le LCS (dosage INNOTEST hTau). (Fig 30) 

 

Nous retrouvons également une tendance pour une corrélation entre les 

concentrations de Tau plasmatique avec ADx215 et les concentrations de P-Tau 

dans le LCS (p = 0,0773). (Fig 31) 
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Figure 30 : résultats de la corrélation entre Tau plasmatique  

dosé avec ADx215 et Tau dans le LCS 
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Figure 31 : résultats de la corrélation entre Tau plasmatique 

dosage ADx215 et P-Tau dans le LCS 
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Comme l’indique le calcul du coefficient de corrélation de Spearman rho, les 

corrélation entre Tau LCS et ADx215 (r = - 0,6516) et entre P-Tau LCS et ADx215   

(r = - 0,06887) sont négatives. Cela signifie que lorsque les concentrations de Tau et 

de P-Tau augmentent dans le LCS, les concentrations en protéine Tau totale dosées 

avec ADx215 baissent dans le plasma. Cette conclusion n’est cependant significative 

que pour Tau dans le LCS. 

Ces résultats sont retrouvés lors de l’analyse avec les séries de données sans seuil. 

Ces résultats ne sont pas retrouvés avec le dosage plasmatique de Tau avec 

INNOTEST hTAU. 
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IV. Discussion 

 

 

L’objectif principal de notre travail a été d’optimiser et de tester sur les sujets de la 

cohorte BALTAZAR, le dosage ELISA de la protéine Tau totale dans le plasma avec 

comme anticorps de capture ADx215. 

 

Nous avons choisi l’Ac ADx215 pour son excellente affinité afin d’obtenir un ELISA 

sensible, adapté au dosage de la protéine Tau dans le plasma (73). Le dosage 

ADx215 initial est utilisé au laboratoire pour mesurer des concentrations de protéine 

Tau dans les modèles de souris THY-Tau 22 surexprimant la protéine Tau humaine. 

Dans ce modèle de surexpression, les concentrations de Tau à mesurer étaient 

importantes et n’avaient pas nécessité une optimisation du dosage.  

Notre objectif a donc été de diminuer le bruit de fond (absorbance du blanc) et 

d’obtenir les DO optimales pour de faibles concentrations en protéine Tau. Pour cela, 

nous avons tenté d’améliorer 4 paramètres du dosage ELISA. 

 

Les tampons de dilution PBS/BSA 0,2 % (T2) et PBS/Tween 0,05 % (T3) testés ne 

se sont pas montrés plus performant que les tampons commerciaux du kit 

INNOTEST hTAU, il a donc été décidé de garder les tampons du dosage INNOTEST 

hTAU (T1) qui présentent l’avantage d’être bien standardisés. La concentration et le 

volume d’Ac de capture ADx215 ont aussi été optimisés. En effet nous avons pu 

diminuer la concentration en Ac à 1 g/ml (C3) tout en gardant des DO stables. De 

plus, 1 g/ml est une concentration qui est classiquement retrouvée pour la greffe 

des Ac de capture dans les dosages ELISA. Cette diminution de moitié de la 

concentration nous a permis de réaliser le double de dosages avec la quantité d’Ac 

disponible. En revanche la diminution du volume de coating entrainant une baisse 

significative des DO, il n’a pas été possible de diminuer le volume de coating 

d’ADx215 à moins de 100 L. Enfin, nous avons pu réduire à 50 L le volume de 

plasma nécessaire à notre dosage. En effet, cela correspond au plus petit volume 

permettant d’obtenir des DO équivalentes au protocole de départ.  
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La faible quantité d’Ac ADx215 nous a contraint à l’économiser dès les étapes 

d’optimisation jusqu’au dosage plasmatique de la protéine Tau. De ce fait, tous les 

paramètres du dosage ADx215 n’ont pu être optimisés, en effet nous avions prévu 

de tester un tampon commercial de coating pour ADx215 afin de diminuer 

d’avantage le bruit de fond mais cet essai n’a pu être mené.  

 

Avec ce nouveau protocole (C3) nous avons pu caractériser le dosage en 

déterminant la LDD et la LDQ. Contrairement à nos attentes et malgré le très faible 

Kd d’ADx215, ces valeurs n’étaient pas plus faibles que celles du dosage INNOTEST 

hTAU mais équivalentes, ceci pouvant s’expliquer en partie par les limites de 

l’optimisation liées à la faible quantité d’Ac disponible. D’autre part, l’adhésion de l’Ac 

de capture sur le support solide peut-être responsable d’un encombrement stérique 

du site de liaison à la protéine Tau et donc d’une diminution de son affinité. Dans ce 

contexte, il serait intéressant, de procéder à une technique d’ancrage de l’Ac de 

capture ou de mettre au point et d’optimiser le dosage ELISA en utilisant l’Ac 

ADx215 comme Ac de détection biotinylé. Nous avons ensuite montré que ce 

dosage était reproductible avec un CV moyen de 4,68 %, ce qui permet de valider ce 

protocole pour le dosage chez l’homme. Cette méthode optimisée pourra être repris 

chez le modèle animal car l’intérêt de cet ELISA est qu’il permet de doser 

spécifiquement la protéine Tau humaine sans croisement avec la protéine Tau de la 

souris. 

 

Nous avons observé que les concentrations en protéine Tau mesurées avec ADx215 

et INNOTEST hTAU sont stables entre les prélèvements M0 et M24 chez les sujets 

MA et MCI-MA. A ce jour, il n’existe pas de données de la littérature sur l’évolution 

longitudinale des concentrations plasmatiques de Tau. Cependant ces résultats 

peuvent être rapprochés des données existantes dans le LCS. Ces études montrent 

une augmentation de Tau dans le temps entre deux PL mais ces augmentations 

restent relativement modestes, par exemple, sur 24 mois, on note une augmentation 

de 156 à 189 pg/ml (soit 21 % environ) chez les sujets MA (86–88). Afin de confirmer 

cette hypothèse, il serait intéressant de réaliser ces dosages à M0 et M24 avec une 

technique plus sensible et sur un nombre plus grand nombre de sujets. Cette 

observation nous a conduit à regrouper les données de concentrations aux temps 

M0 et M24 afin d’en avoir un plus grand nombre pour comparer ces deux groupes.  
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Si l’on compare alors les deux groupes MA et MCI-MA, nous n’observons pas de 

différence significative avec le dosage ADx215. En revanche, avec le dosage 

INNOTEST hTAU, on observe une différence significative, les concentrations en 

protéine Tau sont plus élevées chez les patients MCI-MA par rapport aux patients 

MA. Ce résultat est retrouvé à une plus large échelle dans nos résultats de screening 

des plasmas avec le kit INNOTEST hTAU, le pourcentage de plasmas quantifiables 

est plus élevé chez les sujets MCI-MA : 4/13 soit 31 % que chez les sujets MA : 8/42 

soit 19 % et chez les MCI : 4/23 soit 17 %.  

Ces premiers résultats semblent montrer que les deux dosages ADx215 et 

INNOTEST hTAU ne sont pas équivalents. Ceci est également suggéré par l’étude 

de corrélation entre les concentrations de ces deux dosages qui montre une 

corrélation significative mais faible. Les formes de Tau reconnues par les dosages 

ADx215 et INNOTEST hTAU sont issues de la même protéine Tau, ce qui explique 

la corrélation significative. Cependant ces dosages ne sont pas identiques ce qui 

explique les différences entre les concentrations mesurées. Les deux Ac 

reconnaissent des épitopes différents, ADx215 reconnaît la partie N terminale de Tau 

quand celle-ci n’est pas phosphorylée sur la tyrosine 18 (73) alors qu’AT120 

reconnaît la partie centrale de la protéine. (Fig 32) 

 

 

* : formes de Tau détectées à la fois avec les dosages ADx215 et INNOTEST hTAU 
           : séquence minimale reconnue par le test ADx215 

: séquence minimale reconnue par le test INNOTEST hTAU 
non P : l’Ac ADx215 reconnaît le résidu tyrosine 18 non phosphorylé. 

Figure 32 : représentation théorique des formes de Tau 
détectables avec les dosages ADx215 et INNOTEST hTAU (AT120) 
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Ce modèle permettrait d’expliquer les six valeurs discordantes où la protéine Tau 

n’est détectable qu’avec un seul des deux Ac. En effet, le patient 030018CM qui a 

une concentrations de Tau plasmatique importante avec ADX215 et faible avec 

INNOTEST hTAU a certainement une phosphorylation de Tau à un niveau 

physiologique comme l’indique la concentration faible de P-Tau dans le LCS. (Nous 

ne disposons pas des valeurs dans le LCS pour le deuxième patient, 070290CB).  

Au contraire, le patient  010177PS qui a une concentration de Tau plasmatique faible 

avec ADX215 et importante avec INNOTEST hTAU a certainement une 

hyperphosphorylation cérébrale de Tau comme en témoigne la valeur élevée de la 

concentration de P-Tau dans le LCS. 

 

Etant donné que la protéine Tau est exprimée majoritairement dans le SNC, nous 

pouvons poser l’hypothèse que la protéine Tau dosée dans le plasma provient du 

cerveau et passe dans le sang soit directement via la BHE, soit indirectement via le 

LCS. Pour 18 plasmas M0, nous avons pu comparer nos dosages plasmatiques 

(ADx215 et INNOTEST hTAU) de Tau, avec le dosage des biomarqueurs (Tau, P-

Tau et A1-42) dans le LCS. Une corrélation négative a pu être mise en évidence 

entre les concentrations de Tau dans le plasma mesurées avec ADx215 et les 

concentrations de Tau dans le LCS. Il y a également une tendance pour une 

corrélation négative entre les concentrations de Tau plasmatique mesurées avec 

ADx215 et les concentrations de P-Tau dans le LCS. Les Ac utilisés pour ces deux 

dosages sont différents, ADx215 reconnaît les formes de Tau non phosphorylées sur 

la tyrosine 18, donc plutôt les formes déphosphorylées. Les sujets MA avec des 

concentrations élevées de Tau totale ont aussi des concentrations de P-Tau élevées 

dans le LCS (58). Le test ADx215 reconnaît donc moins de formes de P-Tau que le 

test INNOTEST hTAU. Cela pourrait expliquer la corrélation négative observée à la 

fois avec Tau et P-Tau dans le LCS et la protéine Tau dosée avec ADx215 dans le 

plasma. Pour vérifier cette hypothèse, il faudrait réaliser un dosage de la protéine 

Tau dans le LCS avec l’Ac ADx215. Aucune corrélation n’a été retrouvée entre les 

concentrations plasmatiques de Tau avec le dosage INNOTEST hTAU et les 

biomarqueurs du LCS. 
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Notre étude comporte un biais de recrutement équivalent à celui de l’étude de 

Sparks et al de 2012 : nous avons en effet sélectionné les sujets ayant des 

concentrations élevées de protéine Tau dans le plasma. Les concentrations 

présentées dans l ‘étude de Sparks et al sont également élevées ce qui laisse à 

penser qu’il y a aussi eu une sélection des patients (72). Avec son dosage ELISA 

Sparks et al observe également des concentrations de Tau plasmatique plus élevées 

chez les sujets MCI que chez les MA. En revanche, l’étude de Zetterberg et al de 

2013 a un recrutement plus large, la technique de dosage étant plus sensible les 

résultats intègrent des patients avec des concentrations plasmatiques plus faibles de 

Tau (2 log de différence entre les concentrations les plus faibles et les plus fortes 

contre 1 log pour notre étude) (70). Dans ces conditions, ils observent des 

concentrations plus élevées chez les sujets MA comparés aux sujets MCI et MCI-

MA. Néanmoins, ces études restent difficilement comparables car les dosages 

utilisent des Ac différents et en l’absence de standard de référence et d’études ayant 

répliquées ces résultats, il faut rester prudent (83). 

Il existe un autre biais lié à la sélection des sujets au sein du protocole de recherche 

clinique Baltazar. Les sujets Baltazar ne sont pas des patients représentatifs de 

l’ensemble de la population atteinte de MA. Il s’agit de patients venus consulter un 

centre Mémoire de Ressources et de Recherche et qui ont accepté de participer à un 

protocole : en général, il s’agit de patients éduqués, ayant une réserve cognitive 

élevée. 

 

Notre étude comporte un certain nombre de faiblesses. Il est tout d’abord important 

d’être prudent lors de l’interprétation de ces résultats car l’ensemble des dosages a 

été réalisé sur un faible nombre de patients, 20 sujets BALTAZAR sélectionnés, soit 

40 plasmas M0/M24. Les hypothèses mises en évidence dans ce travail sont à 

valider sur de plus grandes cohortes. Le 2ème point faible de cette étude est la 

quantité réduite d’anticorps ADx215 qui nous a limité dans la mise au point du 

dosage ADx215. Il faut aussi noter un biais dans l’analyse statistique : les valeurs M0 

et M24 ne sont pas réellement indépendantes, mais nous avons choisi de les 

regrouper de façon à ne pas trop réduire la taille des groupes MA et MCI-MA. Dans 

le cadre d’une étude plus large, avec un nombre plus important de patients, il faudrait 

analyser indépendamment les valeurs M0 et M24. Enfin, nous avons réalisé un biais 

de recrutement des sujets Baltazar avec des concentrations plasmatiques de 

protéine Tau élevées pour le dosage INNOTEST hTAU. Cette sélection est due au 
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manque de sensibilité de la technologie ELISA sandwich qui n’est pas adaptée pour 

des concentrations inférieures à 40 pg/ml. 

 

Notre travail comporte aussi des points forts. Les patients ont été recrutés selon des 

critères internationaux de diagnostic au sein de Centres Mémoire de Ressources et 

de Recherche experts. Pour chaque patient, nous disposions de données cliniques, 

génétiques, biologiques et d’imagerie, mais aussi d’un suivi longitudinal. Les 

concentrations des biomarqueurs dans le LCS sont d’ailleurs en accord avec les 

données de la littérature ce qui confirme la bonne sélection des sujets (58). Un autre 

point fort de l’étude est lié à la rigueur et à la qualité de la méthodologie mise en 

place pour les dosages. La prise en charge pré-analytique des échantillons est 

identique dans tous les centres (kit pré-analytique fourni). Le dosage des 

biomarqueurs dans le LCS et les dosages de Tau plasmatique ont été réalisés dans 

un seul centre ce qui réduit les variations de concentrations dues a un biais 

technique inter-laboratoire. La stabilité des concentrations plasmatiques de protéine 

Tau chez un même patient à M0 et M24 témoigne de cette qualité. Le 3ème point fort 

de cette étude est la réalisation simultanée dosages ADx215 et INNOTEST hTAU qui 

a permis une analyse de corrélation rigoureuse. Le dernier point fort concerne 

l’aspect novateur de cette étude. En effet, c’est la première fois que l’on compare 

l’évolution des concentrations plasmatiques de Tau à M0 et M24 et que l’on observe 

une corrélation négative entre les concentrations plasmatiques de Tau mesurées 

avec ADX215 et les concentrations de Tau dans le LCS mesurées avec INNOTEST 

hTAU. 

 

Ce dosage ELISA manuel arrive à ses limites pour le plasma humain mais il sera 

utilisé au sein de laboratoire pour le dosage de la protéine Tau plasmatique chez les 

souris mutées THY-Tau22 et le calcul des limites de détection et de quantification 

sera utile dans le cadre de la recherche.  

Le dosage de la protéine Tau dans le plasma nécessite une technique plus sensible. 

Nous avons obtenu, avec le laboratoire de Biochimie de Montpellier, le financement 

pour la technologie Quanterix®. Celle-ci semblant plus sensible, les dosages de 

l’étude Baltazar seront réalisés avec cette technique. 

 

 

 



 91 

V. Conclusion 

 

Ce travail de thèse a permis de mettre au point un nouveau dosage robuste de la 

protéine Tau avec l’Ac ADx215. L’affinité importante de cet Ac pour la protéine Tau 

nous a permis de calculer des valeurs de LDD et de LDQ équivalentes à celles du 

dosage INNOTEST hTAU alors que l’Ac ADx215 reconnaît des formes moins 

protéolysées de Tau, moins abondantes. Ce travail montre aussi que la technique 

ELISA sandwich n’est pas adaptée à la détection de la protéine Tau dans le plasma. 

Le laboratoire a récemment reçut le financement pour acquérir la technologie 

Quanterix®, cette technologie sera désormais utilisée pour le dosage plasmatique de 

Tau pour les prélèvements de la cohorte Baltazar. Un kit commercial de dosage Tau 

dans le plasma avec cette technologie est en cours de développement, il utilise 

respectivement comme Ac de capture et de détection Tau5 et HT7/BT2. L’Ac Tau5 

reconnaît un épitope proche de celui de l’Ac AT120, ce dosage devrait reconnaître 

des formes de Tau identiques à celle du dosage INNOTEST hTAU (73). Cependant, 

nos résultats préliminaires montrent qu’il serait intéressant de développer cette 

technologie également avec l’Ac ADx215. Cela permettrait de détecter d’’autres 

formes de Tau N terminales pouvant avoir une signification pathologique différente 

de celle du dosage de la protéine Tau totale. 
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VII. Annexe 

 

 

 

■ Critères diagnost iques de la Démence de type Alzheimer 

FOO.xx [294.1x] 

A. Apparition de déficits cognitifs multiples, comme en témoignent à la fois :  

(1) une altération de la mémoire (altération de la capacité à apprendre des informations 
nouvelles ou à se rappeler les informations apprises antérieurement) ;  

2) une (ou plusieurs) des perturbations cognitives suivantes :  

(a) aphasie (perturbation du langage) 

(b) apraxie (altération de la capacité́ à réaliser une activité motrice malgré des 
fonctions motrices intactes) 
(c) agnosie (impossibilité de reconnaître ou d'identifier des objets malgré des 
fonctions sensorielles intactes) 
(d) perturbation des fonctions exécutives (faire des projets, organiser, ordonner 
dans le temps, avoir une pensée abstraite)  

B. Les déficits cognitifs des critères Al et A2 sont tous les deux à l'origine d'une altération 
significative du fonctionnement social ou professionnel et représentent un déclin significatif par 
rapport au niveau de fonctionnement antérieur.  

C. L'évolution est caractérisée par un début progressif et un déclin cognitif continu.  

D. Les déficits cognitifs des critères Al et A2 ne sont pas dus :  

(1) à d'autres affections du système nerveux central qui peuvent entraîner des déficits 
progressifs de la mémoire et du fonctionnement cognitif (p. ex., maladie cérébro-
vasculaire, maladie de Parkinson, maladie de Huntington, hématome sous-durai, 

hydrocéphalie a ̀ pression normale, tumeur cérébrale) 

(2) à des affections générales pouvant entraîner une démence (p. ex., hypothyroïdie, 
carence en vitamine B12 ou en folates, pellagre, hypercalcémie, neurosyphilis, infection 
par le VIH)  

(3) à des affections induites par une substance  

E. Les déficits ne surviennent pas de façon exclusive au cours de l'évolution d'un delirium.  

F. La perturbation n'est pas mieux expliquée par un trouble de l'Axe I (p. ex., Trouble dépressif 
majeur, Schizophrénie).  

Codification fondée sur la présence ou l'absence d'une perturbation cliniquement significative du 
comportement :  

FOO.,c, [294.10] Sans perturbat ion du comportement  : si les troubles cognitifs ne 
s'accompagnent d'aucune perturbation cliniquement significative du comportement. 
FOO.xx [294.11] Avec pert urbat ion du comportement  : si les troubles cognitifs 
s'accompagnent dune perturbation cliniquement significative (p. ex., errance, agitation) du 
comportement.  

Préciser le sous-type :  À début  précoce : si le début se situe à 65 ans ou avant  

À début  tardif : si le début se situe après 65 ans  
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