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Introduction

Avec I'augmentation de I'espérance de vie, la maladie d’Alzheimer touche de
plus en plus de personnes. De ce fait, il est important de pouvoir faire un diagnostic,
le meilleur et le plus précoce possible. Ce diagnostic reste difficile ; néanmoins, les
marqueurs biologiques, reflets de la pathologie cérébrale, prennent une place de
plus en plus importante dans les criteres diagnostiques de cette maladie. Parmi ces
biomarqueurs, les marqueurs protéiques du liquide cérébro-spinal (LCS) sont les
plus accessibles en routine cliniqgue. Ills sont de plus en plus prescrits, et

'automatisation de leur dosage devient nécessaire.

Dans [lintroduction, nous aborderons tout d’abord, brievement, les
caractéristiques cliniques et physiopathologiques de la maladie. Ceci nous permettra
de présenter les biomarqueurs actuellement validés ainsi que leur place dans les
nouveaux criteres diagnostiques. Nous finirons par présenter les techniques

actuellement disponibles pour leur dosage en routine clinique et leurs limites.

A. La maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative caractérisée par
une perte progressive de la mémoire et des autres fonctions cognitives conduisant a
des répercussions importantes dans les activités de la vie quotidienne avec une

perte d’autonomie conséquente (1).

Il s’agit de la démence la plus fréquente du sujet agé et elle serait a 'origine
de 60 a 70 % des cas (2,3). La démence est un syndrome chronique caractérisé par
une altération croissante des fonctions cognitives plus importante que celle du
vieillissement normal (2). Elle est 'une des principales causes de handicap et de
dépendance chez les personnes agées dans le monde. Cette maladie reste

aujourd’hui un processus irréversible pour lequel il n’existe aucun traitement curatif.

La maladie d’Alzheimer est un enjeu majeur de santé publique. En 2017,
900 000 personnes sont atteintes de la maladie d’Alzheimer en France. Prées de
225 000 nouveaux cas sont diagnostiqués par an. Avec l'augmentation de
'espérance de vie, c’est prés de 1 300 000 malades qui sont attendus en France en
2020, et pres de 1 800 000 en 2050 (1,4).
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La forme sporadique, qui constitue la majorité des cas, survient la plupart du
temps aprés 65 ans. Dans moins de 2 % des cas, la maladie débute avant 65 ans. Il
s’agit de sujets porteurs de génes de susceptibilité et essentiellement de l'alléle €4
du géne codant pour 'apolipoprotéine E. Rarement, il s’agit de personnes atteintes

de formes familiales héréditaires a transmission autosomique dominante pour

lesquelles la maladie se déclare souvent autour de 45 ans (1,5).

1. Clinique

La forme sporadique est caractérisée par une évolution lente et progressive
avec une altération principale de la mémoire et des fonctions exécutives. La forme a
début précoce, familiale, peut évoluer plus rapidement et prédominer sur l'altération

des autres fonctions cognitives (3).

Il existe tout d’abord une phase préclinique, silencieuse, pendant laquelle les
lésions cérébrales apparaissent. Cette phase peut durer plusieurs années. Le
processus physiopathologique de la maladie d’Alzheimer pourrait en effet débuter 10

ans ou plus avant I'apparition des symptémes (6,7).

Au fur et a mesure de la propagation des Iésions neuronales, les signes
clinigues commencent a apparaitre : on parle alors de troubles cognitifs légers ou
Mild Cognitive Impairment (MCI). Il s’agit de la phase pré-démentielle de la maladie
d’Alzheimer, ou maladie d’Alzheimer prodromale (Figure 1). Durant cette phase, Il
existe une plainte cognitive et un déficit concernant un ou plusieurs domaines
cognitifs et ce plus importants que ne le voudraient I'age et le niveau socio-éducatif.
La mémoire est le plus souvent touchée. Les activités de la vie quotidienne et

'indépendance sont conservées (8,9).

La derniere phase de la maladie d’Alzheimer est la phase de démence. Elle
apparait lorsque les troubles cognitifs entrainent des perturbations significatives dans

les activités de la vie quotidienne jusqu’a la dépendance (10).
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Figure 1 : Les différents stades de la maladie d’Alzheimer. D’apres Caldwell C. et al.
2014 (8).

Une étude a montré qu’environ 35 % des patients au stade MCI évoluent vers
une phase démentielle de la maladie d’Alzheimer pendant un suivi de 3 ans, et que

le taux annuel de conversion est compris entre 5 et 10 % (11).

2. Physiopathologie

Comme décrit précédemment, les processus physiopathologiques a l'origine
des lésions cérébrales observées chez les patients atteints de maladie d’Alzheimer
débutent des années avant l'apparition des premiers symptdmes. Ces lésions
neuropathologiques sont de deux types: les dégénérescences neurofibrillaires

(DNF) et les plagues amyloides.

Les DNF sont des lésions intra-neuronales constituées principalement de
'accumulation de la protéine Tau (Tubulin Associated Unit) sous sa forme
hyperphosphorylée (P-Tau) (Figure 3). Cette protéine Tau est essentiellement
exprimée au niveau du systeme nerveux central. En favorisant la polymérisation de
la tubuline, elle joue un rdle dans la stabilisation et la dynamique des microtubules et
donc dans le transport intracellulaire et la croissance axonale. Sa phosphorylation
modifie son association avec les microtubules. Une hyperphosphorylation diminue
ainsi son affinité pour les microtubules et entraine donc une perturbation du
cytosquelette (Figure 3). L’hyperphosphorylation de la protéine Tau favorise
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également son agrégation et donc I'apparition de DNF. La perte de lintégrité du
neurone et la toxicité de ces formes hyperphosphorylées contribuent a la mort
neuronale (12,13). La propagation des lésions de DNF dans le cerveau se fait par
transfert des formes pathologiques de la protéine Tau via des vésicules (Figure 3)
(13,14).

e
Figure 2 : Photographie d’'une DNF.

Pr V. Deramecourt.

Postsynaptic neuron

Figure 3 : Représentation schématique de la formation des DNF et des différentes
voies de propagation des agrégats de la protéine Tau. D’aprés Simi¢ G et al. 2016.
(13).
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Les plaques amyloides sont constituées d’agrégats extracellulaires de
peptides amyloides ou peptides AR (Figure 4). Ces peptides résultent du
métabolisme de I'Amyloid Precursor Protein (APP). Cette protéine va subir des
clivages successifs par la B-sécrétase puis la y-sécrétase, conduisant a la production
de monomeéres de peptides amyloides. Il s’agit de la voie amyloidogene de la
maturation de 'APP (Figure 5). Selon le site de clivage, plusieurs isoformes du
peptide amyloide sont formeées, les peptides AB1-42 et AB1-40 sont les plus abondants.
Cependant, la synthése d’APi40 est largement supérieure a celle d’ABi-42. La
concentration d’AB1-40 dans le LCS est ainsi un reflet de la production globale de
peptides amyloides. Le peptide AB1-42, du fait de sa nature hautement hydrophobe,
s’agrége plus facilement pour former les plaques amyloides neurotoxiques (12). La
voie non amyloidogéne est assurée par I'a-sécrétase puis la y-sécrétase, et conduit
a la production de deux fragments, 'AICD (APP IntraCellular Domain) et P83
(Figure 5).
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Figure 4 : Photographie de plaques amyloides.

Pr V. Deramecourt.
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Figure 5 : Représentation schématique des mécanismes de dégradation

enzymatique de 'APP. D’aprés Lehmann S. et al. 2014 (12).

Plaques amyloides

Dégénérescences
neurofibrillaires

Figure 6 : Plaques amyloides et DNF dans le cortex cérébral d’un patient atteint de

la maladie d’Alzheimer. D’aprés Blennow K. et al. (5).
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Le lien entre les deux lésions, DNF et plaques amyloides, reste encore mal
connu. En effet, pour les formes sporadiques, des incertitudes demeurent quant aux
mécanismes intervenant dans la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer. Des
études ont montré que I'accumulation de peptides ABi42 et donc la formation de
plagues amyloides seraient les premiers processus physiopathologiques a se
développer, et ont conduit a proposer le modéle de « cascade amyloide » (Figure 7).
Cette accumulation contribuerait au développement d’'une réponse inflammatoire qui
entrainerait une altération de I'activité des phosphatases de la protéine Tau et donc
favoriserait la formation des DNF. L’accumulation de ces Iésions conduisent a la mort
neuronale et donc a la perte progressive des fonctions cognitives puis a la démence
(12,15-19).

[ Changes in AB metabolism

» Increase in total AP production

» Increase in the AB42/AB40 ratio
& Reduced AP degradation/clearance

Oligomerization of AB42 and initial
(diffuse) AB42 deposits

Subtle effects of soluble AB42 oligomers
| on synaptic function
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[Progressive synaptic/neuronal injury
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& oxidative injury
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Figure 7: L’hypothése de la cascade amyloide. D’aprés Barrage SH. et al. 2015 (15).

Plus récemment, ce modele s’est complexifié¢ avec les résultats de la
recherche. En effet, les essais thérapeutiques, basés sur I'hypothése de la cascade
amyloide avec le développement de molécules anti-amyloides, ont jusqu’a présent
échoué (16,20-22). On considére aujourd’hui, qu'une fois déclenchée, la DNF se
propage a lI'ensemble du cerveau indépendamment du peptide amyloide. Cette
propagation se ferait selon un mecanisme analogue a celui du prion (14). De

nombreux autres mécanismes ont été proposés comme intervenant tét dans le
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processus physiopathologique (Figure 8). Parmi eux, on peut citer la
neuroinflammation (20,23) ou une insulino-résistance centrale (24).
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Figure 8 : Hypothéses modifiées de la cascade amyloide. D’aprés Karran E. et al.
2016 (20).

Pour les formes génétiques, des mutations dans le gene codant pour 'APP
(gene APP) ou dans ceux codant pour des protéines qui composent le complexe de
la y-sécrétase, la préséniline 1 et la préséniline 2 (génes PSEN-1 et PSEN-2
respectivement), conduisent d’abord a la surproduction et a I'agrégation de peptides

AB, puis a I'hyperphosphorylation de Tau, et a la toxicité neuronale (Figure 9) (16).
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Cause : mutations APP, PS1, PS2

-> Déréglement de I'APP
-> Production du peptide AR
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Figure 9 : Physiopathologie de la maladie d’Alzheimer pour les formes génétiques.
D’aprés Buée L. et al. 2006 (16).

La connaissance de la physiopathologie a permis le développement de

marqueurs biologiques directs des Iésions histologiques de cette maladie.

B. Les biomarqueurs Tau et AB : intérét et place de leur dosage pour

le diagnostic de la maladie d’Alzheimer dans le LCS

Selon les premiers critéres diagnostiques du National Institute of Neurological
and Communicative Disorders and Stroke et de I'Alzheimer’s Disease and Related
Disorders Association (NINCDS-ADRDA) publiés en 1984 (25), le diagnostic de
maladie d’Alzheimer était uniquement clinique. |l s’agissait d'un diagnostic
d’élimination conduisant, du vivant du patient, a un diagnostic de maladie
d’Alzheimer probable ou possible. Le diagnostic de certitude de la maladie
d’Alzheimer ne peut étre posé que par la mise en évidence des lésions

caractéristiques lors de I'étude histologique du cerveau aprés la mort du patient.

L’avancée des connaissances a permis la mise au point d’examens
paracliniques d’imagerie et de dosages biologiques dans le LCS qui permettent la
mise en évidence des altérations de la protéine Tau et du peptide amyloide dans le
systeme nerveux central. Nous présenterons tout d’abord ces biomarqueurs et leurs
variations observées dans la maladie d’Alzheimer. Nous verrons ensuite comment

ceci a conduit, depuis quelques années, au développement d’'une approche
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clinico-biologique afin d’améliorer la qualité du diagnostic et de proposer un
diagnostic plus précoce, avant le stade de démence. Cette approche par
biomarqueurs permet en effet de préciser le degré de preuve de la présence d’un
processus physiopathologique de maladie d’Alzheimer sous-jacent chez le patient, et
donc de renforcer ou non la probabilité du diagnostic clinique. Enfin, nous verrons
leur place dans les nouveaux criteres diagnostiques pour la maladie d’Alzheimer,

destinés a I'heure actuelle a la recherche (9,10,18,26-31).

1. Les biomargueurs de la maladie d’Alzheimer : les marqueurs

actuels les plus directs du processus physiopathologigue de la maladie

d’Alzheimer

Deux types de biomarqueurs de la maladie d’Alzheimer ont pu étre
développés. D’une part, l'utilisation de radioligands spécifiques permet de mettre en
évidence les lésions de DNF et les lésions amyloides par imagerie cérébrale : il s’agit
de la Tomographie a Emission de Positons (TEP) Tau et de la TEP amyloide (31,32).
Cependant, ces deux examens sont trés couteux et n‘ont pas d’autorisation
d’utilisation en France. Seuls les biomarqueurs protéiques dosés dans le LCS sont
accessibles en routine clinique : les peptides ABi-42, AB1-40, les protéines Tau totale
(t-Tau) et Tau phosphorylée sur la thréonine 181 (P-Tauisi). Les variations de leur
concentration refletent le processus physiopathologique de la maladie d’Alzheimer.
En effet, des études ont montré la corrélation entre I'augmentation des
concentrations de t-Tau et P-Tauis1 dans le LCS et le nombre de lésions de DNF
mises en évidence en post mortem (33,34), ou avec la TEP Tau du vivant du patient
(35,36). D’autres études ont mis en évidence la corrélation entre la diminution des
concentrations d’AB1-42 dans le LCS et le nombre de plagues amyloides observées
en post mortem (34,37) ou avec la TEP amyloide (38,39). Le profil biochimique en
faveur d’'une maladie d’Alzheimer est ainsi caractérisé par des concentrations de
t-Tau et P-Tauis1 augmentées, associées a une concentration d’Api-42 diminuée par

rapport aux sujets sains (40-43).

Comment expliquer ces variations biologiques observées chez les patients

atteints de la maladie d’Alzheimer ? Le modele actuel est représenté sur la figure 10.
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Au cours de la mort neuronale, les protéines Tau, normalement
intraneuronales, sont libérées dans I'espace extracellulaire du parenchyme cérébral
et passent dans le LCS ou leur concentration augmente, permettant ainsi leur
dosage. Quant aux peptides ABi4, ils sont d’'une part, séquestrés en plaques
amyloides dans I'espace extracellulaire, d’autre part, leur passage dans le LCS est

altéré ; ainsi, leur concentration dans le LCS diminue (Figure 10) (40).
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Figure 10 : Schéma explicatif des variations des dosages des biomarqueurs du LCS
dans la maladie d’Alzheimer. D’aprés Bombois S. et al. 2011 (40).

De nombreuses études se sont attachées a préciser linterprétation des
variations de ces biomarqueurs. Ainsi, une échelle biologique de probabilité pour la
maladie d’Alzheimer a pu étre définie selon la positivité des trois biomarqueurs du
LCS : AB142, t-Tau et P-Tau. Quatre classes ont été distinguées : valeur prédictive
positive (VPP) pour la maladie d’Alzheimer trés faible (< 10 %) lorsque tous les
marqueurs sont négatifs, VPP faible (< 25 %) si un marqueur est pathologique, VPP
élevée (> 75 %) si deux marqueurs sur trois sont positifs et VPP trés élevée (> 90 %)
lorsque tous les marqueurs sont pathologiques (41). Des études ont montré que le
dosage d’ABi-40 pouvait améliorer l'interprétation du dosage de ces biomarqueurs
dans le LCS. En effet, la diminution d’AB1-42 S’interpréte par rapport a la production
globale de peptide amyloide évaluée par la concentration d’ABi40. Ainsi, le ratio
AB1-42/AB1-40 est une aide au diagnostic des sujets qui présentent un profil
biochimique discordant, c’est-a-dire les patients dont la concentration d’AB142 est
discordante avec les concentrations de t-Tau et P-Tauis: (43). Alors, si la
concentration d’ABi-42 dans le LCS est normale, et que le ratio AB1-42/AB1-40 est
diminué, cela est en faveur d’'une séquestration d’AB1-42 dans le cerveau et donc de

la présence de plaques amyloides. Inversement, si la concentration d’ABi-42 est
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diminuée et que le ratio est normal, cela est en faveur de I'absence de plaques
amyloides. De méme, dans ['échelle biologique citée précédemment, Ile
remplacement d’ABi-42 par le ratio APi-42/ABi-40 @ montré une amelioration de
I'interprétation des biomarqueurs du LCS (44).

D’autres études ont essayé de déterminer une cinétique d’évolution des
biomarqueurs dans la maladie d’Alzheimer. Elles ont montré que les premiers
biomarqueurs a devenir pathologiques sont les marqueurs de la Iésion amyloide,
suivis de ceux de la lésion de DNF (17,45-47). Cependant, la présence de
pathologies associées rend plusieurs situations possibles quant a la cinétique des
biomarqueurs (Figure 11) (17,45). Dans tous les cas, les biomarqueurs deviennent

pathologiques des années avant I'apparition des symptdmes (6,7,17).
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Figure 11 : Cinétique d’évolution des biomarqueurs de la maladie d’Alzheimer.
D’aprés Jack CR. et al. 2013 (17). 2a: formes génétiques; 2b et 2c: formes

sporadiques.
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2. Place des biomarqueurs du LCS en routine clinique

Les dernieres recommandations de la HAS pour le diagnostic et la prise en
charge de la maladie d’Alzheimer datent de 2011. Elles sont basées sur les critéres
cliniques selon le DSM-IV-TR (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders
— Fourth Edition — Text Revision) ou le NINCDS-ADRDA (annexes 1 et 2). La HAS
recommande ['utilisation des biomarqueurs du LCS, AP142, t-Tau et P-Tau,
uniqguement dans les cas difficiles ou atypiques (48). Cependant, tout patient
souhaitant accéder a un diagnostic fiable de ses troubles cognitifs devrait se voir
proposer un dosage des biomarqueurs du LCS pour une médecine personnalisée et

de précision.

En 2017, un groupe de travail multidisciplinaire composé de 28 membres
européens regroupant des neurologues, psychiatres, biologistes et épidémiologistes,
a proposé des recommandations pour l'utilisation et l'interprétation des biomarqueurs
du LCS pour le diagnostic de la maladie d’Alzheimer, d’une part chez les patients au

stade MCI, d’autre part chez les patients au stade de démence.

Dans le cas des patients MCI, le groupe de travail recommande d’utiliser les
biomarqueurs du LCS décrits précédemment comme une aide a I'examen clinique,
pour prédire le déclin fonctionnel ou le risque de conversion vers le stade de
démence de la maladie d’Alzheimer, et de guider la prise en charge des patients
(49).

Pour les patients au stade de démence, le groupe de travail recommande le
recours aux biomarqueurs du LCS pour les cas atypiques, soit pour augmenter la
probabilité du diagnostic de maladie d’Alzheimer, soit pour « exclure » la maladie

d’Alzheimer comme étant la cause de la démence (50).

Il existe cependant quelques limites a l'utilisation des biomarqueurs en routine
clinique. Tout d’abord, les contre-indications a la réalisation d’'une ponction lombaire
comme par exemple des anomalies de I'hémostase, des signes cliniques
d’engagement cérébral ou des crises convulsives récentes ou en cours, empéchent
le recours au dosage des biomarqueurs du LCS. Il existe aussi des limites
techniques que nous aborderons plus loin. D’autre part, lI'interprétation des dosages
des biomarqueurs du LCS a aussi ses limites. Par exemple, elle est plus difficile chez
les sujets plus agés car les biomarqueurs du LCS sont moins discriminants pour le

diagnostic de la maladie d’Alzheimer que chez les sujets plus jeunes (51).
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Par ailleurs, une étude a mis en évidence que des profils normaux permettent le plus
souvent de revoir un diagnostic clinique initial de maladie d’Alzheimer probable ou
possible (52); cependant, dans quelques cas, il existe toujours un risque de
progression vers une maladie d’Alzheimer (49,50). Enfin, les biomarqueurs du LCS
restent insuffisants pour les diagnostics différentiels de la maladie d’Alzheimer, et
d’autres biomarqueurs doivent étre développés pour ces pathologies (53-55). Ainsi,
par exemple, la spécificité de ces biomarqueurs du LCS n’étant pas de 100 %, on
peut tous les retrouver pathologiques dans le cadre d’un diagnostic différentiel de la

maladie d’Alzheimer comme certaines démences frontotemporales (56).

Ainsi, l'utilisation de ces marqueurs biologiques seuls, reste insuffisante. lls
constituent un élément d’'un faisceau d’arguments qui doivent étre confrontés lors de
réunions multidisciplinaires réunissant des cliniciens, biologistes,

neuropsychologues, et des spécialistes de I'imagerie.

En 2018, de nouveaux criteres diagnostigues destinés uniquement a la

recherche ont été proposeés.

3. Place des biomargueurs du LCS en recherche : évolution des

critéres, classification ATN, critéres biologiques du NIA-AA

En 2018, le National Institute on Aging et I'Alzheimer’s Association (NIA-AA)
ont publié de nouveaux critéeres diagnostiques réservés a la recherche, basés
uniqguement sur I'imagerie et les biomarqueurs du LCS et non plus uniquement sur la
clinique. Il s’agit de la classification ATN (29-31). Selon cette classification, sept

biomargueurs sont répartis dans trois catégories :

- «A» pour les marqueurs de la lésion amyloide: TEP amyloide et
concentration de peptide AB1-42 ou ratio AB1-42/AP1-40 dans le LCS

- «T» pour les marqueurs la lésion de DNF : TEP-Tau et concentration de
P-Tau dans le LCS

- «N» pour les marqueurs de neurodégénérescence : ¥[F]-fluoro-désoxy-
glucose-TEP (TEP-FDG), IRM et concentration de t-Tau dans le LCS.
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Tableau 1 : Biomarqueurs de la classification ATN. D’aprés Jack CR. et al. 2018
(31).

« A » : amyloide «T»:Tau « N » : Neurodégenérescence
Marqueurs AB1-42
_ P-Tau t-Tau
du LCS Ratio AB1-42/AB1-40
Imagerie TEP amyloide TEP-Tau IRM, TEP-FDG

La TEP-FDG permet la mise en évidence de I'hypométabolisme cérébral
observé au cours des démences. En effet, 'accumulation de 18[F]-fluoro-désoxy-
glucose dans une aire cérébrale est proportionnelle au niveau du métabolisme du

glucose dans cette aire (31,32).

Dans les précédentes recommandations, les catégories « T » et « N » étaient
regroupées dans une seule classe en tant que marqueurs de la Iésion de DNF. Or, la
neurodégénérescence n'est pas spécifique de la maladie d’Alzheimer. La NIAA-AA
prend ici en compte que la concentration de t-Tau dans le LCS est un marqueur de
I'intensité de la mort neuronale dans la maladie d’Alzheimer. Elle est donc associée a
I'intensité du déclin cognitif, alors que la concentration de P-Tau dans le LCS est plus
spécifique de la Iésion de DNF présente dans la maladie d’Alzheimer. Séparer ces
marqueurs permet de déterminer si la neurodégénérescence est attribuable ou non a

la maladie d’Alzheimer (29).

La NIA-AA n’admet non plus trois phases cliniques de la maladie d’Alzheimer
mais définit cette maladie selon son continuum physiopathologique. Selon ces
recommandations, les patients qui présentent uniquement des marqueurs positifs de
la voie amyloide sont classés dans la catégorie « changement physiopathologique
de la maladie d’Alzheimer ». Le terme « maladie d’Alzheimer » peut étre utilisé
seulement si les marqueurs des catégories « A » et « T » sont pathologiques. Ces
deux catégories ne sont pas ici des entités séparées mais font plutdt référence aux
phases précoces et tardives du continuum de la maladie d’Alzheimer. Les patients
gui ont des marqueurs de DNF pathologiques mais des marqueurs de la voie
amyloide normaux sont considérés comme ayant un processus physiopathologique

autre que celui de la maladie d’Alzheimer (Figure 12).
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Biomarker profiles and categories

AT(N) profiles | Biomarker category
A-THN)- Normal AD biomarkers
A+TH(IN)- Alzheimer’s pathologic change
A+THN= Alzheimer’s disease
Alzheimer’s confinunm
A+T+N)= Alzheimer’s disease
A+T(IN)+ Alzheimer’s and concomitant suspected non Alzheimer’s pathologic change
A-T+HIN)- Non-AD pathologic change
A-T{N}+ Non-AD pathologic change
A-T+N+ Non-AD pathologic change

Abbreviation: AD. Alzheimer s disease.

Figure 12 : Classification ATN. D’aprés Jack CR. et al. 2018 (31).

La NIA-AA a aussi réalisé une classification en regroupant les biomarqueurs
et la clinique. Les biomarqueurs des catégories « A » et « T » servent a déterminer si
un patient est dans le continuum de la maladie d’Alzheimer. Les biomarqueurs de la
neurodégénérescence et les signes cliniques sont utilisés pour déterminer un degré

de gravité (Figure 13).

Descriptive nomenclature: Syndromal cognitive staging combined with biomarkers

Cognirtive stage
Cognirively Unimpaired Mild Cognitive Impairment Dementia
Biomarker Profile | A- T- (™)~ | normal AD biomarkers. cognitively normal AD biomarkers with MCI normal AD
unimpaired ‘biomarkers with
dementia

AT (M) Preclinical Alzheimer’s pathologic Alrheimer’s pathologic change with Alrheimer’s
change MCI pathologic change

with dementia

AT (N) Preclinical Alzheimer’s disease Alzheimer’s disease with Alzheimer’s disease

MCI(Prodromal AD) with dementia

AT THIN)*

AT (N Alzheimer’s and concomitant Alzheimer’s and concomitant Alzheimer’s and
suspected non Alrheimer’s pathologic suspected non Alrheimer’s pathologic concomitant
change. cognitively unimpaired change with MCI suspected non

Alzheimer’s
pathologic change
with dementia

AT N non-Alrheimer’s pathologic change, non-Alzheimer’s pathologic change non-Alrheimer’s
cognitively unimpaired with MCT pathologic change

AT (N with dementia

ATT(W+

Abbreviations: AD. Alzheimer disease: MCL. mild cognitive impairment.

NOTE. Formating denotes three general biomarker “categories™ based on biomarker profiles: those with normal AD biomarkers (no color). those
with non-AD pathologic change (dark grey). and those who are in the Alzheimer’s continuum (light grey).

Figure 13 : Criteres diagnostiques selon la classification ATN. D’aprés Jack CR.

al. 2018 (31).
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Avec la place de plus en plus importante de ces biomarqueurs du LCS dans le
diagnostic ainsi que dans les protocoles de recherche, le nombre de demandes
d’analyses ne cesse d’augmenter et les techniques manuelles ne sont plus
suffisantes. Dans ce contexte, plusieurs fournisseurs ont adapté les kits existant sur
des automates ou ont développé de nouvelles techniques automatisées de type
random access adaptables sur les grands automates de routine. Nous allons tout
d’abord présenter les techniques actuellement disponibles, puis nous aborderons

leurs limites.

C. Les techniques de dosage et leurs limites

Dans les paragraphes qui suivent, nous ne présenterons que les techniques
utilisées actuellement dans le cadre de la routine clinique ou des grandes cohortes

des programmes de recherche clinique.

1. Technigue manuelle INNOTEST®

Jusqu’a la fin de 'année 2018, la technique utilisée au laboratoire du CHU de
Lille, trés majoritairement adoptée en France pour le dosage des biomarqueurs de la
maladie d’Alzheimer dans le LCS, et disponible depuis 1995, est une technique
d’ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) « sandwich ». La lecture de
l'intensité de la coloration se fait par spectrophotométrie. Cette technique peut étre

automatisée sur des automates de type ELISA.

Les dosages des quatre biomarqueurs ABi-42, t-Tau, P-Tauis:1 et APi4o sont
commercialisés par Fujirebio®. Le tableau 2 résume les caractéristiques de ces
différents kits (57—-60).

Tableau 2 : Caractéristiques des kits INNOTEST®.

INNOTEST® AB1-42 t-Tau P-Tauis1 AB1-40
Limite de détection
65 34 13 2,8
(pg/mL)
Limite de
o 225 57 20 3,4
guantification (pg/mL)
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Les peptides AB142 et AB140 sont détectés par des anticorps reconnaissant
chacune des deux extrémités N-terminale et C-terminale des peptides.

L’anticorps de capture du peptide ABi42 (référence 21F12) reconnait les
acides aminés en C-terminal, entre les positions 37 a 42 du peptide ABi-42.
L’anticorps de détection biotinylé (3D6) reconnait les acides aminés situés en

N-terminal, entre les positions 1 a 6 d’Ap1-42 (Figure 14).

INNOTEST® 3-Amyloid

2) HRP

42-X 1-5
v b U 3[)(> BIH

21F12

AMYLOID_

NH2-DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA-COOH
3D6 21F12

Figure 14 : Séquence des acides aminés du peptide AB1-42 et anticorps utilisés dans
le kit INNOTEST® B-AMYLOID1-42). D’aprés Fujirebio® (57).

L’anticorps de capture du peptide ABi-40 (référence 2G3) reconnait les acides
aminés situés dans la partie C-terminale entre les positions 35 et 40 du peptide

AB1-40. L’anticorps de détection biotinylé est le 3D6 (Figure 15).

NH2-DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV-COOH
3D6 2G3

Figure 15 : Séquence des acides aminés du peptide AB1-40 et anticorps utilisés dans
le kit INNOTEST® B-AMYLOID-40). D’aprés Fujirebio® (58).

Les protéines t-Tau et P-Tauis1 sont reconnues par des anticorps spécifiques
des épitopes de la partie centrale de ces protéines. Toutes les formes de t-Tau et
P-Tauis1 contenant cette partie centrale sont donc détectées par ces dosages. En

effet, la protéine Tau est présente dans le LCS sous formes fragmentées.
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Pour le dosage de t-Tau, I'anticorps de capture (AT120) reconnait les acides
aminés situés dans la partie C-terminale entre les positions 215 et 221 de Tau. Deux
anticorps de détection biotinylés sont utilisés : I'anticorps HT7 qui reconnait des
acides aminés situés entre les positions 159 et 163, et I'anticorps BT2 qui reconnait

ceux situés entre les positions 193 et 198 (Figure 16).

HT7 BT2

NH2...151IATPRGAAPPGQKGQANATRIPAKTPPAPKTPPSSGEPPKSGDRSGYSS
PGSPGTPGSRSRTPSLPTPPTREPKKVAVVRTPP230...-COOH

AT120

Figure 16 : Séquence des acides aminés de Tau et anticorps utilisés dans le kit
INNOTEST® hTAU Ag. D’apres Fujirebio® (59).

L’anticorps de capture de la protéine P-Tauisi est HT7. L’anticorps de
détection biotinylé (AT270) reconnait la séquence d’acides aminés situés entre les
positions 176 et 182, incluant la Thréonine 181 sous forme phosphorylée (Figure 17).

HT7 AT270
NH2...151IATPRGAAPPGQKGQANATRIPAKTPPAPKT181PPSSGE...-COOH

Figure 17 : Séquence des acides aminés de P-Tau et anticorps utilisés dans le kit
INNOTEST® PHOSPHO-TAU(181r). D’aprés Fujirebio® (60).

2. L’automate Lumipulse® G600II de Fujirebio®

Le dosage des biomarqueurs par le Lumipulse® est un test sandwich basé sur
la chimiluminescence ou CLEIA (Chemi-Luminescent Enzyme Immuno-Assay). La
détection se fait par chimiluminescence, c’est-a-dire par mesure de I'émission de
lumiere émise apres ajout de TAMPDD, substrat de la phosphatase alcaline, enzyme
fixée a lanticorps de révélation. Les dosages des quatre biomarqueurs sont
disponibles depuis 2018 et sont commercialisés par Fujirebio®. Pour AB1-42 et t-Tau,
les anticorps de capture et de détection sont les mémes que ceux utilisés pour la
technigue manuelle INNOTEST®. Pour P-Tau, I'anticorps de capture est 'AT270 et

deux anticorps de détection sont utilisés : BT2 et HT7. Pour AB1-40, la seule différence
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avec la technique INNOTEST® est que I'anticorps de détection 3D6 est directement

marqué par I'enzyme (61-64).

Tableau 3 : Caractéristiques des kits Lumipulse® (61-64).

Lumipulse® AB1-42 t-Tau P-Tauis1 AB1-40
Limite de détection
7,17 141 0,282 2,78
(pg/mL)
Limite de
- 14,02 141 1,058 4,08
guantification (pg/mL)

Tableau 4 : Comparaison des anticorps de détection et de capture utilisés dans les

technigues INNOTEST® et Lumipulse®. Les différences entre les deux techniques

sont indiquées en rouge.

INNOTEST® Lumipulse®
Anticorps de Anticorps de Anticorps de Anticorps de
capture détection capture détection
AB1-a2 21F12 3D6 (biotinylé) 21F12 3D6 (biotinylé)
BT2 (biotinylé) + BT2 (biotinylé) +
t-Tau AT120 o AT120 o
HT7 (biotinylé) HT7 (biotinylé)
P-Tauis1 HT7 AT270 (biotinylé) AT270 BT2 +HT7
AB1-40 2G3 3D6 (biotinylé) 2G3 3D6

C’est une technique de type random access. Elle a donc 'avantage de pouvoir

conserver les courbes de calibration et donc de ne pas réaliser une calibration a

chaque série effectuée. De plus, la qualité du dosage peut étre vérifiee en début de

série, ce qui permet de limiter le nombre de séries non conformes a repasser.

De nombreux laboratoires d’analyses médicales en France basculent de
'INNOTEST® vers cette technique.
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3. La technologie Elecsys®

Le dosage des biomarqueurs par les tests Elecsys® de la société Roche® est
basé sur [I'électro-chimiluminescence ou ECLIA (Electro-Chimi-Luminescence
Immuno-Assay) et est disponible depuis 2018. L’automate utilisé est le Cobas®.
Seuls les dosages de trois biomarqueurs sont disponibles : ABi42 (Elecsys® B-
Amyloid (1-42) CSF), t-Tau (Elecsys® Total-Tau CSF) et P-Tauis: (Elecsys®
Phospho-Tau (181P) CSF) (65-67). Les anticorps de capture sont biotinylés et les
anticorps de détection sont marqués au complexe de ruthénium (Figure 18). Leurs

épitopes ne sont pas décrits.

| |
-\_r 9 min S v 9 min
E-amyloid Ru | —» E-amylaid i Ry \— 04 I‘
S vV v K v
lonal

Biotinylated monoclonal

Streptavidin Measurement

microparticle added

Ruthenylated monoclonal £-amyloid (1-42)
£ —amyloid (1-42) specific antibody
(21F12)

specific antibody (3D6)

Figure 18 : Technigue de dosage du peptide AB1-42 par le test Elecsys® B-Amyloid (1-
42). D’aprés Roche® (67).

Tableau 5 : Caractéristiques des kits Elecsys® (65-67) .

o AB1-40
Elecsys AB1-42 t-Tau P-Tauis1

non disponible

Limite de détection

(pg/mL)
Limite de

120 60 8 -

200 80 8 -

guantification (pg/mL)

Il s’agit également d’une technique de type random access. Cependant, cette
technologie a l'inconvénient, a I'heure actuelle, de ne pas proposer le dosage
d’AB1-40. Elle commence a étre adoptée par des laboratoires d’analyses médicales en

routine qui utilisent alors un autre fournisseur pour ce dosage.
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4. EUROIMMUN®

La méthode de dosage utilisée par EUROIMMUN® est, comme pour la
technique INNOTEST®, I'ELISA. Elle peut étre utilisée en technique manuelle (kits
Beta-Amyloid (1-42) ELISA, Total Tau ELISA, pTau(181) ELISA et Beta-Amyloid (1-
40) ELISA) mais l'automatisation des dosages est possible grace aux automates

Analysers | et |-2P. Cette technique est actuellement peu utilisée en routine en
France.

5. Luminex% microsphere system®

La technologie Luminex!® microsphere system® est basée sur I'utilisation de
microspheres fluorescentes. Elle est disponible depuis 2005. Il s’agit d’'un systéme
multi-analytique, le kit commercialisé par Fujirebio® (INNO-BIA AlzBio3) permet en
effet le dosage simultané du peptide AB1-42, de t-Tau et de P-Tauisi dans le LCS (68).
Les anticorps utilisés sont représentés sur la figure 19.

21712
(Capeura-ELISA)
¥ SO —-

306 4D7A3
{Detector-Both) |CapturexMAaP)
] microtubute-binding domain Epitope sequances: [ PG,
812 D, RSGYS,
[[] eenz3 Desector-ELISA - %
{ | B ro e,
tr ik - - - -cooH
. 41
HT?
(Detector-8ots) AT120
(Capture-Both)
[ Microtubsuie-binding demuin e Epitope sequences: Tl PuPO0Ks.,
[[] tsomz s AT270 (Detector-ELISA) [ 2 QUCIE T
(Captwre-aMAP)
P-Tis NN L IR IR ] Jroom
1 ity
w7 7
(Detector-xtAaP) (Captare-ELISA)

Figure 19 : Anticorps de détection et de capture utilisés pour les dosages de t-Tau,
P-Tau et AB1-42 par 'INNOTEST® et le Luminex®. D’aprés Kang JH. et al. 2013 (69).

Cette technique n’est pas utilisée dans les laboratoires d’analyses médicales
francais, mais est trés utilisée aux USA, en particulier dans les protocoles de
recherche ADNI (Alzheimer’s Disease Neuroimaging Initiative).
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6. Les limites actuelles de ces dosages

On observe une grande variabilité dans les dosages des biomarqueurs de la
maladie d’Alzheimer (70,71). Ces variabilités peuvent étre soit d’ordre pré-analytique,
soit analytique. Nous verrons comment le laboratoire peut, en partie, les maitriser.
Enfin, nous verrons qu’il est possible de connaitre la part de variabilité restante grace

a des programmes de contrdles de qualité externes.

La variabilité observée entre les laboratoires peut étre due a des différences
dans les procédures pré-analytiques (tubes de prélévement et conditions
d’acheminement et de conservation au laboratoire). En effet, les biomarqueurs, et
plus particulierement le peptide ABi-42, peuvent s’adsorber a la surface des tubes.
Les concentrations mesurées sont donc sensibles a la nature des parois des tubes
(72). Les effets des conditions pré-analytiques sur la variabilité des résultats peuvent
étre réduits par une harmonisation des procédures (70,73—-75). Au niveau
international, des recommandations ont été proposées : I'Alzheimer's Association QC
Program est un programme de contrle de qualité qui a décrit une procédure a
respecter pour la phase pré-analytique. En France, une étude publiée en 2013, a
montré I'importance de la standardisation des tubes pour le recueil du LCS lors de la
ponction lombaire et a pu définir une procédure commune utilisée par les
laboratoires hospitaliers francais (70). Les tubes de prélevement utilisés au CHU de

Lille et basés sur I'étude de 2013 sont des tubes Sarstedt® en polypropyléne.

Une part importante de la variabilité des résultats des dosages des
biomarqueurs du LCS de la maladie d’Alzheimer est due a la phase analytique. En
France, avant le développement de l'automatisation, la technique majoritairement
utilisée était la technigue manuelle INNOTEST® de Fujirebio®. Récemment,
'automatisation de ces dosages a été développée par des fournisseurs différents.
L’automatisation a de nombreux avantages: rapidité de rendu des résultats,
diminution des coefficients de variation (CV), meilleure répétabilité et fidélité
intermédiaire. Cependant, cette nouvelle diversité des offres conduit actuellement a
une variabilité encore plus importante dans le rendu des résultats car chaque
technique posséde des limites de détection et de quantification ainsi que des seuils
d’interprétation différents. Une standardisation est nécessaire pour pouvoir comparer
les résultats des différents laboratoires et envisager I'utilisation de valeurs seuils
universelles (74,76). L'IFCC (International Federation of Clinical Chemistry and

Laboratory Medicine) a mis en place un groupe de travail pour faciliter la
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standardisation des biomarqueurs de la maladie d’Alzheimer, le Working groug for
CSF proteins (WG-CSF). Le développement d’'une méthode de mesure de référence
(RMP : Reference Measurement Procedure) et de matériaux de référence certifiés
(CRM : Certified Reference Material) est en cours d’étude. Ce développement par

'IFCC a abouti actuellement uniquement pour le peptide AB1-42 (77).

La part de variabilité restante de la phase analytique doit étre connue. Ceci est
rendu possible par la mise en place de contrles de qualité externes, par exemple
par I'Alzheimer's Association QC Program. Ces contrbles permettent de comparer les
résultats rendus par les différents laboratoires utilisant des techniques de dosages
différentes. Le but est de bien connaitre les variations analytiques pour chaque
marqueur selon les techniques et kits utilisés (78). Chaque laboratoire peut ainsi se
situer par rapport aux autres laboratoires utilisant la méme technique, et aux autres
techniques. La figure 20 est un exemple de résultat rendu par I'Alzheimer's
Association QC Program concernant le dosage du peptide AB1-42 par les laboratoires
utilisant IINNOTEST®. On observe que pour 64 données de laboratoires différents
utilisant des lots différents, le CV est de 13 %. C’est un CV qui est habituellement
rencontré pour des techniques de type immuno-analyses mais dont on peut espérer

que I'automatisation le réduira encore.

41



Summary 2018-27 ApB1-42

(INNOTEST)
2018-27A
700
600 -
. Batch#
TE' 500 - A 404171/2
> 4004 * 404605
= v 404789/90
§ 300" o Other
-
2‘ 200 Mean : 486 pg/mL
1004 SD : 61 pg/mL -==- Mean
o ©o13% 1 e Mean+SD
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Rank
2018-27A
700+
600 - aga ® v
-_ A Batch# Mean SD CV
TE. 5001 Aaa— Vygv? © (pg/mL) (pg/mL) (%)
E “._A v A404171/2 481 69 14
g 400+ e v ©404605 491 60 12
§ 3004 A V 404789/90 466 59 13
- Oother 545 80 15
< 200+
1004
0 T L] L] L]
404171/2 404605 404789/90 Other
Batch#

Figure 20 : Résultats du programme de qualité externe de Alzheimer's Association
QC Program pour 'INNOTEST®.

D. Objectif de I’étude

L’objectif de cette étude est la mise en place du dosage des biomarqueurs
de la maladie d’Alzheimer ABi.42, t-Tau, P-Tau et AB140 dans le LCS, au CHRU de
Lille, sur Pautomate Lumipulse® G600Il. Pour cela, nous avons réalisé une
validation de méthode : comparaison de I'ancienne technique manuelle INNOTEST®
avec la nouvelle technique automatisée Lumipulse® par des analyses de corrélation,
tests de répétabilite, de fidélité intermédiaire ou encore de stabilité. Nous avons
également déterminé de nouvelles valeurs seuils permettant de différencier les sujets
atteints de la maladie d’Alzheimer des sujets atteints de troubles cognitifs autres que

la maladie d’Alzheimer.
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1. Matériels et méthodes

A. Patients et modalités de recueil du LCS

1. Patients

95 patients, vus en consultation de neurologie au CHU de Lille entre janvier
2015 et septembre 2016, ont été seélectionnés pour I'étude. Pour ces 95 patients,
nous disposons d’'un diagnostic qui a été posé apres avis de plusieurs neurologues,
a laveugle des résultats des biomarqueurs du LCS. Nous disposons de deux
groupes de patients. Dans le groupe « maladie d’Alzheimer ou MA », on compte 47
patients avec un diagnostic de maladie d’Alzheimer, soit au stade prodromal, soit au
stade de démence. Les 48 autres patients présentent des troubles cognitifs liés a
des causes autres que la maladie d’Alzheimer, il s’agit du groupe « nonMA ». Les
diagnostics retenus sont des démences vasculaires, des dégénérescences lobaires
fronto-temporales, des maladies bipolaires, des démences sémantiques, des
paralysies supranucléaires progressives, des scléroses latérales amyotrophiques,
des syndromes parkinsoniens, des exogénoses, des atrophies multisystématisées ou
encore des hydrocéphalies a pression normale. Les résultats de ces dosages seront
donc utilisés pour la réalisation des analyses ROC. Le consentement éclairé des
patients a été recueilli.

60 patients dont nous ne disposons pas de diagnostic ont été ajoutés dans
'étude. Les résultats des dosages des biomarqueurs de ces patients ne seront

utilisés que pour les études de corrélation.

2. Recueil et aliguotage du LCS

Pour chaque patient, une ponction lombaire a été réalisée en respectant les
conditions pré-analytigues nécessaires au dosage des biomarqueurs. Le LCS doit

étre recueilli dans des tubes Sarstedt® ayant pour référence 62.610.201.

Deux tubes d’aliquotage ont été comparés : d’'une part les tubes d’aliquotage
utilisés jusqu’a présent qui étaient des microtubes Eppendorf® en polypropyléne de
1.5 mL, d’autre part les nouveaux tubes adaptés a I'automate Lumipulse®, c’est-a-
dire des microtubes Sarstedt® en polypropylene de 1.5 mL ayant pour référence
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72.703.406. Les échantillons de LCS utilisés pour la comparaison de ces deux tubes
ont donc été aliquotés et conservés pendant au minimum 15 jours a -80°C dans

chacun de ces deux types de tubes.

B. Matériels

Les kits de dosage utilisés et commercialisés par Fujirebio® pour la technique
manuelle INNOTEST® sont : INNOTEST® B-AMYLOID-42) pour le peptide ABi.z,
INNOTEST® hTAU Ag pour t-Tau, INNOTEST® PHOSPHO-TAUs1r) pour P-Tauist
et INNOTEST® B-AMYLOID(-40) pour le peptide ABi-40. Les dosages ont été réalisés

en suivant exactement le protocole des kits.

L’automate utilisé est le Lumipulse® G600Il, commercialisé par Fujirebio®. Les
kits de dosages de chaque biomarqueur sont : Lumipulse® G B-Amyloid 1-42 pour le
peptide AB1-42, Lumipulse® G Total Tau pour t-Tau, Lumipulse ® G pTaul81 pour P-
Tauis: et Lumipulse ® G B-Amyloid 1-40 pour le peptide AB1-40.

C. Etudes de corrélation, analyses ROC, tests de répétabilité, de

fidélité intermédiaire et de stabilité

Pour I'étude de corrélation entre la technique manuelle INNOTEST® et
'automate Lumipulse® G600II, les échantillons ont été dosés en paralléle par les
deux techniques. Pour I'étude de corrélation des tubes d’aliquotage, deux aliquots
conservés a -80°C dans chacun des deux types de microtubes ont été analysés le
méme jour a I'aide du Lumipulse® G600lIl.

Pour les analyses ROC, les biomarqueurs ABi-42, t-Tau, P-Tau et AB1-40 ont
été dosés a l'aide du Lumipulse® G600II dans le LCS des 95 patients pour lesquels

nous disposons d’un diagnostic.

L’essai de répétabilité consiste a analyser un méme échantillon plusieurs fois
dans les mémes conditions (méme opérateur, méme lot de réactifs, méme
instrument, méme étalonnage) et dans un délai le plus court possible (79). Trois
pools de LCS a des niveaux de concentration différents (concentrations élevées,
basses et proches du seuil) ont été constitués pour chacun des biomarqueurs. Pour

le ratio AB1-42/AB1-40, les controles de qualité fournis par Fujirebio® ont été utilisés.
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Le test de fidélité intermédiaire, dont un synonyme est la reproductibilité,
consiste a analyser plusieurs fois un méme échantillon dans des conditions
différentes, c’est-a-dire en faisant varier au moins un des parametres précédemment
cités (79). Pour ce test, les controles de qualité fournis par Fujirebio® ont été utilisés.

La encore, trois niveaux de concentration différents ont été étudiés.

Le nombre de détermination minimum demandé par le COFRAC (Comité
frangais d’accréditation) est de 30 pour les tests de répétabilité et de fidélité
intermédiaire. Un nombre d’essais inférieur est accepté mais doit étre argumenté
(79). Le volume mort étant de 100 uL, le LCS étant un prélévement précieux et les
réactifs étant couteux, nous avons décidé de réaliser entre 6 et 10 essais pour

chaque test.

Pour I'essai de stabilité, des pools de LCS de trois niveaux de concentration
différents pour chacun des biomarqueurs ont été constitués. Deux pools ont été
effectués pour chaque niveau de concentration et ont été conservés soit a 4°C soit a
température ambiante. Des dosages ont été réalisés tous les jours pendant 5 jours
(JO a J+4).

D. Statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées a l'aide des logiciels xIstat et SAS

(version 9.4).

1. Etudes de corrélation

Pour I'étude de corrélation des dosages, les équations de régression linéaire
« Lumipulse® = f(INNOTEST®) » ont été déterminées pour chaque biomarqueur et
les parameétres de la régression sont donnés avec leur intervalle de confiance a
95 %.

Pour la comparaison des tubes d’aliquotage, les équations de régression
linaire «tube Sarstedt® = f(tube Eppendorf®) » ont été calculées pour chaque
parametre et les parametres de la régression sont donnés avec leur intervalle de

confiance a 95 %.
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2. Analyses ROC

La capacité discriminante de chaque paramétre a été évaluée par une courbe
ROC. L’aire sous la courbe (AUC) et le seuil optimal, c’est-a-dire le seuil réalisant le

meilleur compromis entre sensibilié (Se) et spécificité (Spe), ont été calculés.

3. Tests de répétabilité, de fidélité intermédiaire et de stabilité

Pour ces tests, les CV, exprimés en %, sont déterminés a l'aide du logiciel
Excel et sont comparés aux CV fournis par le fournisseur ou par des sociétés

savantes.
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. Résultats

A. Etudes de corrélation

1. Comparaison INNOTEST® (IT) / Lumipulse® (LP)

Une étude de régression linéaire a été effectuée pour chaque marqueur.
Les données sont récapitulées et exprimées avec leurs intervalles de confiance a

95 % dans le tableau 6 a la fin de ce chapitre.

Deux données atypiques n'ont pas été prises en compte dans les calculs.
28 données ont donc été utilisées. L’équation de la régression linéaire obtenue est :
AB1-42(LP) = -93,6 + 1,30 x AB1-42(IT). Le coefficient de détermination est de 0,90. II

existe donc une forte corrélation entre les deux techniques.
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Figure 21 : Représentation graphigue de la régression linéaire

AB1-42(LP) = f(AB1-42(IT)). La droite noire correspond a I'’équation du modele. La droite

orange représente le cas ou AB1-42(LP) = AB1-42(IT).
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On observe que le Lumipulse® a tendance a surestimer les valeurs obtenues
en INNOTEST® strictement supérieures a 315 pg/mL, phénomeéne surtout observé
pour des concentrations d’APi42 supérieures a 600 pg/mL, déterminées par
'INNOTEST®.

Une donnée atypique a été exclue pour déterminer la droite de régression
linéaire. 29 données ont donc été prises en compte. L'équation de la droite de
régression linéaire est: t-Tau(LP) = 67,6 + 1,01 x t-Tau(lT). Le coefficient de
détermination est proche de 1 et est égal a 0,99. Il montre donc une trés bonne

corrélation entre les deux techniques.
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Figure 22 : Représentation graphigue de la régression linéaire

t-Tau(LP) = f(t-Tau(IT)). La droite noire correspond a I'équation du modéle. La droite

orange représente le cas ou t-Tau(LP) = t-Tau(IT).

On observe une surestimation des concentrations de t-Tau déterminées par le

Lumipulse® par rapport a 'INNOTEST®.
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C) P-Tau

64 données ont été utilisées pour déterminer I'équation de la régression
linéaire. Cette équation est: P-Tau(LP) = -27 + 1,54 x P-Tau(IT). Le coefficient de

détermination est de 0,97 et révele encore une importante corrélation entre les deux

techniques.
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Figure 23 : Représentation graphigue de la régression linéaire

P-Tau(LP) = f(P-Tau(IT)). La droite noire correspond a I'’équation du modéle. La
droite orange représente le cas ou P-Tau(LP) = P-Tau(IT).

L’équation et le graphique révélent une surestimation par le Lumipulse® des
concentrations de P-Tau obtenues en INNOTEST® supérieures a environ 60 pg/mL.
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d) AB1-40

64 données ont été utilisées dans cette étude de corrélation. L’équation de la
régression linéaire est: APi4o(LP) = 793 + 0,92 AP140(IT). Le coefficient de

détermination est de 0,95. La corrélation entre les deux techniques est élevée.
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Figure 24 : Représentation graphique de la régression linéaire

AB1-40(LP) = f(AB1-40(IT)). La droite noire correspond a I'’équation du modéle. La droite
orange représente le cas ou AB1-40(LP) = AB1-40(IT).

On observe une dispersion plus importante des valeurs pour des
concentrations en INNOTEST® supérieures a 12 000 pg/mL.
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e) AB1-42/AB1-40

62 données ont pu étre utilisées pour I'étude de corrélation. Une valeur
atypique a été rejetée. L’équation de la régression linéaire est
AB1-42/AB1-40(LP) = 1,7 + 0,81 X AB1-42/AB1-40(IT). Le coefficient de détermination est

de 0,87. Il existe une bonne corrélation entre les deux techniques.
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Figure 25 : Représentation graphigue de la régression linéaire

AB1-42/AB1-20(LP) = f(AB1-42/AB1-40 (IT)). La droite noire correspond a I'équation du

modele. La droite orange représente le cas ou AB1-40(LP) = AB1-40(IT).

On observe une légere surestimation des ratios obtenus en Lumipulse® par
rapport @ 'INNOTEST® jusqu’a des valeurs environ égales a 6.5 %. De plus, la
dispersion des valeurs est plus importante pour des ratios supérieurs a 12 % en
INNOTEST®.
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Tableau 6 : Récapitulatif des équations de corrélation Lumipulse® = f{(INNOTEST®).

Marqueurs R? Parameétres Valeurs IC 95 %
Constante -93,6 [-261,1 - 73,9]
AB1-42 0,90
Pente 1,30 [1,13 — 1,48]
Constante 67,6 [42,8 — 92,5]
t-Tau 0,99
Pente 1,01 [0,97 — 1,06]
Constante -27 [-33 — -21]
P-Tau 0,97
Pente 1,54 [1,47 — 1,60]
Constante 793 [253 — 1332]
AB1-40 0,95
Pente 0,92 [0,87 — 0,98]
Constante 1,7 [0,78 — 2,54]
AB1-42/AB1-40 0,87
Pente 0,81 [0,73 —0,89]
2. Comparaison des tubes d’aliquotage

Comme nous l'avons vu, les quatre biomarqueurs étudiés sont sensibles a la
nature de la paroi des tubes de prélévement et d’aliquotage. En effet, ils peuvent
plus ou moins s’adsorber a la paroi des tubes. L’automatisation nous oblige a
changer nos tubes d’aliquotage pour gqu’ils soient adaptés a 'automate. Nous devons
donc comparer les dosages des biomarqueurs aprés aliquotage et conservation au
minimum pendant 15 jours d’'une part dans les anciens microtubes d’aliquotage
Eppendorf® polypropyléne de 1,5 mL, d’autre part dans les nouveaux microtubes

d’aliquotage Sarstedt® en polypropyléne de 1,5 mL.

30 données ont été prises en compte, sauf pour le ratio ABi-42/AB1-40 pour
lequel une valeur aberrante a été rejetée. Une étude de corrélation a ainsi été
réalisée. Les équations de régression linéaires « Sarstedt (S) = f(Eppendorf (E)) »
ont été déterminées. Les coefficients de détermination sont tous proches de 1, les

corrélations entre les deux types de tubes sont trés bonnes (Figures 26 a 30).
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Sarstedt=f(Eppendorf)
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Figure 26 : Représentation graphique de la régression linéaire :
AB1-42(S) = f(AB1-42(E)).
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Figure 27 : Représentation graphique de la régression linéaire :

t-Tau(S) = f(t-Tau(E)).
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Eppendorf PTAU
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Figure 28 : Représentation graphique de la régression linéaire :
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Figure 29 : Représentation graphique de la régression linéaire :

AB1-20 (S)=f(AB1-40 (E)).
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Figure 30 : Représentation graphique de la régression linéaire :

AB1-42/AB1-40 (S) = f(AB1-42/AB1-40 (E)).

Tableau 7 : Récapitulatif des équations de corrélation tube Sarstedt® = f(tube
Eppendorf®)
Marqueurs R? Parametres Valeurs IC 95 %
Constante 18,9 [-25,6 — 63,5]
AB1-42 0,994
Pente 1,024 [0,993 — 1,055]
Constante 12,9 [-1,1 = 26,9]
t-Tau 0,997
Pente 0,98 [0,96 — 1,00]
Constante -0,62 [-2,30 — 1,05]
P-Tau 0,999
Pente 1,00 [0,99 — 1,01]
Constante 2494 [-384,9 — 883,7]
AB1-40 0,986
Pente 1,02 [0,97 — 1,07]
Constante 0,03 [-0,27 — 0,33]
AB1-42/AB1-40 0,994
Pente 1,00 [0,972 — 1,03]
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On observe que le changement de tube a trés peu d’'impact sur le dosage de
t-Tau et P-Tau. Cependant, méme s'il reste faible, I'impact du type de tube est plus
important sur les dosages d’ABi-42 et AB1-40. En effet, les valeurs sont plus élevées
avec les tubes Sarstedt® qu'avec les anciens tubes Eppendorf®. AB142 et AB1-40
s’adsorbent moins a la surface des tubes Sarstedt®. Le ratio AB1.42/AB1-40 reste lui

inchangeé.

B. Analyses ROC

95 patients ont été sélectionnés pour la réalisation des courbes ROC car un
diagnostic a pu étre déterminé a I'aveugle des biomarqueurs, afin d’éviter un biais de
sélection. Pour 47 patients, le diagnostic de maladie d’Alzheimer probable a été
posé. Les diagnostics retenus pour les 48 autres patients sont des démences
vasculaires, des dégénérescences lobaires fronto-temporales, des maladies
bipolaires, des démences sémantiques, des paralysies supranucléaires
progressives, des scléroses latérales amyotrophiques, des syndromes
parkinsoniens, des exogénoses, des atrophies multisystématisées ou encore des

hydrocéphalies a pression normale.

Les valeurs seuils déterminées par la réalisation des courbes ROC sont celles

qui maximisent la sensibilité et la spécificité des biomarqueurs.

94 données ont été utilisées. L’aire sous la courbe (AUC) est de 0,82. La
valeur seuil déterminée par I'analyse de la courbe ROC est de 898 pg/mL. Pour

cette valeur seuil, on observe une sensibilité de 0,79 et une spécificité de 0,80.
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Figure 31 : Courbe ROC du dosage d’AB1-42 par le Lumipulse®

b) t-Tau

94 données ont pu étre exploitées. L'AUC est de 0,94. La valeur seuil
déterminée par I'analyse de la courbe ROC est de 525 pg/mL. Pour cette valeur

seuil, on observe une sensibilité de 0,89 et une spécificité de 0,85.
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Figure 32 : Courbe ROC du dosage de t-Tau par le Lumipulse®
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C) P-Tau

92 données étaient disponibles pour I'étude. L’AUC est de 0,96. La valeur
seuil déterminée par I'analyse de la courbe ROC est de 73 pg/mL. Pour cette valeur

seuil, on observe une sensibilité de 0,98 et une spécificité de 0,93.
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Figure 33 : Courbe ROC du dosage de P-Tau par le Lumipulse®

d) AB1-40

92 données ont été analysées. L’AUC est seulement de 0,66. La valeur seuil
déterminée par I'analyse de la courbe ROC est de 11 400 pg/mL. Pour cette valeur
seuil, on observe une sensibilit¢ de 0,55 et une spécificité de 0,73. Ces résultats
montrent bien que le peptide ABi-40 Seul est un mauvais biomarqueur et ne peut pas

étre utilisé pour le diagnostic de la maladie d’Alzheimer.
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Figure 34 : Courbe ROC du dosage d’AB1-40 par le Lumipulse®

e) AB1-42/AB1-40

92 données ont été analysées. L’AUC est de 0,95. La valeur seuil déterminée
par I'analyse de la courbe ROC est de 8,2 %. Pour cette valeur seuil, on observe une

sensibilité de 0,94 et une spécificité de 0,89.

Courbe ROC : Ratio42_40

1.004
0054
050
0,854
080
0.75+4
070
085
0,60
055
050
045
0.404
o= Se = 0,94
030
025, Spe = 0,89
020

0.15-
0.10- Area Under the Curve : 0.948
0.05 Seuil Ratio42_40 =0.0818
0004

Sensibilité

LI I I =11 LI L I I LI | LI I
0.00 0.05 0.10 0.15 020 0.25 0.30 0.35 0.40 045 050 0.55 080 085 Q.70 0.75 0.60 085 0.00 095 1.00

1 - Spécificité

Figure 35 : Courbe ROC du ratio AB1-42/AB1-40 par le Lumipulse®
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f) Standardisation du dosage d’AB1-42

Le 1°" décembre 2017, 'IlFCC a libéré trois CRM pour APi42: ERMR-
DA480/IFCC®, ERMR-DA481/IFCC® et ERMR-DA482/IFCC® avec une valeur
certifiée respectivement de 450, 720, et 1220 pg/mL. Apres avoir testé ces CRM,
Fujirebio® a conclu qu’une adaptation de ses calibrateurs était nécessaire. Un facteur
de correction, diviser par 1,46, doit ainsi étre appliqué (77). Les valeurs seuils
déterminées précédemment pour AB1-42 et AB1-42/AB1-40 ont donc été recalculées avec
ce facteur de correction afin de définir de nouvelles valeurs seuils standardisées
IFCC, soit pour AB1-42 : 615 pg/mL et pour AB1-42/AB1-40:5,6 %.

Tableau 8 : Récapitulatif des valeurs seuils utilisées avec I'INNOTEST® et le

Lumipulse®.
Valeurs seuils Valeurs seuils Valeurs seuils
INNOTEST® Lumipulse® avant finales Lumipulse®
standardisation apres
IFCC standardisation IFCC

AB1-42 (pg/mL) 700 898 615

t-Tau (pg/mL) 400 525 525

P-Tau (pg/mL) 60 73 73
AB1-42/AB1-40 (%) 6.0 8,2 5.6

C. Tests de répétabilité, de fidélité intermédiaire et de stabilité

1. Tests de répétabilité

Pour le peptide AB1-42, trois pools de LCS ciblant une valeur basse, une valeur
proche du seuil et une valeur haute, ont été constitués. Le tableau 9 résume les
moyennes, ecart-types (ET) et CV obtenus. En comparant ces résultats aux données
de Fujirebio® et aux données de la littérature (80) on peut conclure que les essais de

répétabilité sont conformes.
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Tableau 9 : Test détaillé de répétabilité pour ABi-42.

REPETABILITE
Applicable X non applicable (a justifier) []
CV (% 0
Nombre -, .( ) CV (%)
de Moyenne cVv fournisseur retenu par le
Echantillons type _ Conclusion
valeurs (pg/mL) il (%) (concentration laboratoire
m
(N) P9 pg/mL) (80)
POOL de LCS,
_ 6 540 11 2,0 1,7 (409) 2,1 Conforme
niveaul
POOL de LCS,
) 10 871* 11 1,3 1,0 (773) 1,4 Conforme
niveau 2
POOL de LCS,
] 6 1040 35 3,4 1,0 (1228) / Conforme
niveau 3

*Concentration proche du seuil

Les résultats détaillés des tests de répétabilité des autres paramétres sont

présentés dans les SHFORM dans les annexes 3 a 5. Les ET et CV sont résumés

dans le tableau 10. Les CV étant compris entre 0,6 % et 6,7 % les résultats sont tous

conformes.

Tableau 10 : Récapitulatif des ET et CV des tests de répétabilité.

t-Tau P-Tau AB1-40 AB1-42/AB1-40
Moy | ET |CV| Moy | ET |CV| Moy ET |CV Moy | ET |CV
(pg/mL) | (pg/mL) | % | (pg/mL) | (pg/mL) | % | (pg/mL) | (pg/mL) | % | % | % | %
221 15 6,7 27 0,2 0,8| 83359 | 1349 (161|104 | 0,1 | 1,0
578 8.9 15| 61,5 0,5 0,81]11698,8 | 104,7 | 09| 80 | 0,1 | 1,3
764 31 |4,1| 1848 | 1,2 |1,2|18621,4| 174,1 |09 | 6,9 | 0,04 | 0,6
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2. Tests de fidélité intermédiaire

Pour les tests de fidélité intermédiaire, ce sont les trois niveaux de contrbles

fournis par Fujirebio® qui ont été utilisés pour chaque parametre.

Le tableau 11 présente les résultats obtenus pour APi42. Les résultats
détaillés des tests de fidélité intermédiaire des autres parametres sont présentés
dans les SHFORM des annexes 3 a 5. Les CV sont récapitulés dans le tableau 12.
Par comparaison, les CV des tests de fidélité intermédiaire obtenus précédemment
pour 'INNOTEST® sont également représentés. Selon la société INSTAND,
impliguée dans les controles de qualité externes inter-laboratoires, les CV
acceptables pour les dosages des biomarqueurs de la maladie d’Alzheimer sont de
25 %. Les CV obtenus ici étant inférieurs a 25 %, on peut en conclure que les

résultats sont conformes aux exigences attendues.

Tableau 11 : Test de fidélité intermédiaire pour AB1-42.

FIDELITE INTERMEDIAIRE
Applicable X ; non applicable (a justifier) []
CV (%
Ecart- 0 CV (%) (%)
Moyenne CV % . retenu par le _
.Echantillons N type fournisseur aboratoi Conclusion
/mL CVIT aboratoire
(pg/mL) (pg/mL) ( )
(INSTAND)
Niveau L1 7 382 9 2,4 (12,9) 2,3 25 Conforme
Niveau L2 7 734 18 2,5(8,0) 1,9 25 Conforme
Niveau L3 7 1060 27 2,3(13,3) 2,3 25 Conforme

Tableau 12 : Récapitulatif des CV des tests de fidélité intermédiaire.

t-Tau P-Tau AB1-40 AB1-42/AB1-20

Moy Moy cVv cVv cv | ¢V
cv cv CV | MoylLP cv Moy

LP o LP LP LP o LP | T
0| 1T% IT% | (pg/mL) IT % 0

(pg/mL) (pg/mi) | % % % 1 %

294 | 50 | 79 | 29,7 | 3,3 | 52 |37/738| 48 | 85 | 10,0 |18 | -

497 | 23 | 63 | 60,3 | 3,0 | 3,1 | 96016 | 2,8 | 8,3 78 |10 -

809 | 31 | 59 |100,2| 40 | 9,1 | 21421 | 3,7 | 134 | 6,8 |06 | 24
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3. Tests de stabilité

Pour chaque marqueur, nous avons compare, chaque jour, le CV calculé par
rapport au dosage initial, aux CV obtenus dans les études de fidélité intermédiaire.

Les CV a J+3 et J+4 sont présentés dans le tableau 13.

Pour AB1-42, seul le niveau 3 présente des CV supérieurs aux CV des études
de fidélité intermédiaire : 13,3 % et 7,6 % a J+4, a température ambiante et a 4°C
respectivement. Ces CV sont plus importants que pour les autres marqueurs mais
restent dans les limites acceptables. De plus, il s’agit du niveau élevé (moyenne =

2280 pg/mL), I'interprétation ne change donc pas.

Pour t-Tau, dans les conditions de conservation des aliquots a 4°C, le CV
maximum obtenu pour les trois niveaux confondus est de 3.9 %, CV a J+4. Tous les
CV sont inférieurs aux CV de nos études de fidélité intermédiaire, ou aux CV du
fournisseur. Dans les conditions de conservation des échantillons a température
ambiante, trois CV sont supérieurs aux CV des études de fidélité intermédiaire :
4.4 %, 5.2 % et 6.3 %. Ces CV restent cependant acceptables.

Pour P-Tau, seul un CV est supérieur a nos CV de fidélité intermédiaire ou

aux CV du fournisseur. Ce CV est égal a 5.2 % et est acceptable.

Pour AB1-40, le CV maximum atteint est de 8,2 % et est obtenu pour le niveau
intermédiaire dans les conditions de conservation des aliquots a température

ambiante, a J+4. Ce CV est aussi acceptable.

Pour le ratio ABi1-42/AB1-40, Seuls deux niveaux ont pu étre testés, les CV
obtenus sont plus faibles que pour les autres marqueurs, allant de 0,9 a 5,0 %. Le
probléme de CV plus élevé pour ABi-42 peut étre compensé par le dosage d’AB1-40 et

donc par l'interprétation du ratio AB1-42/AB1-40.

Ces tests de stabilité nous permettent de valider le délai de réception de 48

heures (72 heures acceptables) défini par le laboratoire.

63



Tableau 13 :

Résultats des tests de stabilité.

Paramétres | Jour Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3

Cv | Cvr | CVf|] CV | CVr | CVI| CV Cvr Cvf

% % % % % % % % %

AB1-42 J+3 | 0,4 2,4 23] 21 2,3 2,3 1,4 2,3 2,3
Tambiante | J+4 [ 02 | 24 | 23| 19| 23 [ 23| 133 | 23 | 23
AB1-42 J+3 |1 1,1 2,4 2,3 - 2,3 2,3 - 2,3 2,3
4°C J+4 | 0,9 2,4 2,31 24 2,3 2,3 7,6 2,3 2,3
t-Tau J+3 | 44 2,3 40 | 4,0 2,3 4.0 19 3,1 2,2
Tambiante | J+4 | 6,3 2,3 40 | 1,2 2,3 4.0 5,2 3.1 2,2
t-Tau J+3 | 1,3 2,3 40 | 24 2,3 4.0 0,7 3,1 2,2
4°C J+4 | 3,9 2,3 40 | 3.1 2,3 4.0 2,1 3.1 2,2
P-Tau J+3 | 0,8 3,0 44 1 2,6 3,0 4.4 2,1 4,0 4.4
Tambiante | J+4 | 3,2 3,0 44 | 52 3,0 4,4 2,3 4,0 4,4
P-Tau J+3 | 1,7 3,0 44 1 0,3 3,0 4.4 0,2 4.0 4.4
4°C J+4 | 0,8 3,0 44 1 0,8 3,0 4.4 0,1 4.0 4.4
AB1-40 J+1 | 0,4 4.8 34| 18 2,8 2,6 0,7 2,8 2,6
Tambiante | J+2 | 1,1 4.8 34 | 8,2 2,8 2,6 1,0 2,8 2,6
AB1-40 J+3 | 1,6 4.8 34 | 81 2,8 2,6 1,3 2,8 2,6
4°C J+4 | 0,8 4.8 34| 56 2,8 2,6 19 2,8 2,6

ABa2l AB- | 341 [ 10| 10 | - |17 | 10 | - - - :

40

Tambiante | Jt2 | 1,0 | 1,0 - 109 | 10 - - _ ;

ABiaz ABL | J+3 | 50 | 1,0 - - 1,0 - - - -

404°C J+t4 | 19 | 1,0 - 109 1,0 - - - -
CVr: CV obtenus lors des tests de reproductibilté (SHFORM), CVf: CV

fournisseur, Tambiante : température ambiante.
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V. Discussion

L’évolution des criteres diagnostiques de la maladie d’Alzheimer dans le sens
d’'une place de plus en plus grande donnée aux dosages des biomarqueurs AB1-42,
t-Tau, P-Tau et ABi-40 dans le LCS, et donc 'augmentation de leur prescription, a
conduit a l'arrivée sur le marché de plusieurs automates permettant ces dosages.
Ainsi, l'objectif de notre étude était la validation du dosage automatisé des

biomarqueurs du LCS de la maladie d’Alzheimer, sur le Lumipulse® G600Il.

Les résultats obtenus ouvrent la discussion autour de deux points majeurs.
D’une part, nous aborderons l'évaluation technique de cette nouvelle méthode :
corrélations avec les techniques actuellement disponibles, amélioration des
performances avec I'automatisation, probléme de la variabilité entre les techniques
qu’il faut pouvoir évaluer. D’autre part, la possibilité du dosage en random access
ouvre la discussion autour de la stratégie de dosage des quatre biomarqueurs et

donc de la stratégie de leur interprétation.

Concernant les corrélations entre les techniques, nos résultats montrent que,
pour les quatre biomarqueurs et le ratio, le Lumipulse® est trés bien corrélé avec
'INNOTEST®, R? 2 0,85. Une autre étude a comparé I'INNOTEST® avec le
Lumipulse® mais uniqguement pour le dosage d’APi42 (81). L'équation de la
régression linéaire obtenue est: ABi42(LP) = -103,04 + 1,52 x AB142(IT). Le
coefficient de détermination est de 0,68. Les résultats de cette étude sont proches de
ceux que nous avons obtenus. Méme si le coefficient de détermination est inférieur a
celui de notre travail, il montre tout de méme une bonne corrélation entre les deux
techniques. De plus, les auteurs de cette étude observent une surestimation des
dosages réalisés avec le Lumipulse® par rapport a I'INNOTEST® pour des
concentrations supérieures a 200 pg/mL, ce qui est comparable a nos données qui
montrent une surestimation a partir de 315 pg/mL. Ce biais peut étre expliqué par le
fait que méme si les anticorps de capture et de révélation utilisés sont les mémes, la
méthode de détection par luminescence crée un biais positif pour les concentrations

plus élevées par rapport a la méthode de détection dans le visible.

Comme nous l'avons vu, différentes techniques et automates sont disponibles
sur le marché pour les dosages des biomarqueurs de la maladie d’Alzheimer dans le

LCS. Ces techniques ont été comparées avec 'INNOTEST® dans différentes études
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et les résultats sont présentés dans le tableau 14. Toutes les études mettent en

évidence une bonne corrélation entre les techniques pour les dosages d’AB1-42, t-Tau

et P-Tau. Les meilleures corrélations avec la techniqgue INNOTEST® sont cependant

obtenues pour le Lumipulse®, notre travail, et la technologie Elecsys®: R? = 0,85.

Cependant, la société Roche® n'a pas encore développé le dosage d’ABiso, et

I'évaluation de la corrélation du ratio ABi-42/AB1-40 est un élément important a prendre

en compte.

Tableau 14 : Résumeé des études de corrélation entre les différentes techniques.

N Parametres R? Droites de corrélation
AB1-42 0,69 AB142(IT) = 13,36 + 3,11 AB1-a2(uminex®)
INNOTEST® vs
_ 161 t-Tau 0,69 t-Tau(IT)=-12,94 + 4,07 t-Tauuminex®)
Luminex® (82)
P-Tau 0,80 P-Tau(IT)= 17,17 + 0,74 P-Tauwuminex®)
INNOTEST® vs ABl-42 0,69 -
EUROIMMUN®
(automate 150 t-Tau 0,69 -
analyzer 1-2P)
(83) P-Tau = =
AB1.a2 0,88 AB1-22(Elecsys®) = -365 + 1,87 AB1-42(IT)
INNOTEST® vs
137 t-Tau 0,97 t-TauEecsys®) = 52 + 0,42 t-Tau(IT)
Elecsys® (84)
P-Tau 0,96 P‘TaU(Elecsys®) = ‘3,9 + 0,44 P‘Tau(IT)
INNOTEST® vs
) 49 ABi1-22 0,68 AB1-22(LP) = -103.04 + 1,52 x AB1-42(IT)
Lumipulse® (81)
Notre laboratoire
28 ABi1-42 0,90 AB1-42(LP) =-93,6 + 1,30 X AB1-42(IT)
29 t-Tau 0,99 t-Tau(LP) = 67,6 + 1,01 x T-Tau(IT)
®
INNOTEST®vs 52 P-Tau | 0,97 P-Tau(LP) = -27 + 1,54 x P-Tau(IT)
Lumipulse®
65 ABi1-40 0,95 AB1-40(LP) = 793 + 0,92 AB1-40(IT)
62 | AB142/AB140 | 0,87 | AB1-42/AB1-a0(LP) = 1,7 + 0,81 X AB1-42/AB1-40(IT)
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Concernant I'évaluation des performances, les résultats au sein de notre
laboratoire montrent une amélioration de la fidélité intermédiaire avec le Lumipulse®
par rapport a 'INNOTEST® ce qui confirme l'intérét de I'automatisation pour réduire
la variabilité analytique, les erreurs et la variabilité dues aux manipulations humaines.
En effet, les CV des tests de fidélité intermédiaire sont plus faibles pour le
Lumipulse® par rapport a 'INNOTEST® (Tableaux 11 et 12). Pour AB1-42 et AB1-40, ON
passe de CV en INNOTEST®d’environ 8-13 %, a des CV en Lumipulse® inférieurs a
5 %. Pour t-Tau et P-Tau, de CV en INNOTEST®d’environ 5-9 %, on obtient des CV
en Lumipulse® inférieurs a 5 %. Pour le ratio AB142/AB140, le test de fidélité
intermédiaire n’a pu étre réalisé que pour un seul niveau en INNOTEST®, et le CV
est de 24,1 %. Ce résultat, bien qu’élevé, est toutefois cohérent avec les résultats
des contrdles de qualité externes qui montrent, pour ce rapport, un CV de 32 % avec
la technique INNOTEST® (Tableau 15). Avec le Lumipulse®, les CV de fidélité
intermédiaire du ratio AB1-42/AB1-40 sont trés faibles dans notre étude : inférieurs a
1,5 %.

Les contrbles de qualité externes permettent de comparer, pour chaque
technique, les variabilités inter-laboratoires et sont donc un élément informatif
important pour évaluer la technique choisie dans un laboratoire. Un exemple de
résultats obtenus pour les contrdles de qualité externes de I'Alzheimer Association
QC Program est présenté dans le tableau 15. Il s’agit de résultats datant de 2018 et,
a ce moment-1a, il y avait beaucoup plus de laboratoires utilisant 'INNOTEST® que
les autres techniques. A I'avenir, on devrait obtenir de plus en plus de données pour
les nouvelles techniques automatisées, ceci permettra une meilleure comparaison
des CV entre les techniques. On peut tout de méme noter que, en comparaison a
notre étude ou une diminution des CV de fidélité intermédiaire avec le Lumipulse®
par rapport a 'INNOTEST® est mise en évidence pour tous les marqueurs, dans les
données issues des contrdles de qualité externes, on observe une amélioration des
CV avec le Lumipulse® pour tous les marqueurs sauf P-Tau. A noter qu’une trés
nette amélioration est mise en évidence pour le ratio AB1-42/AB1-40: on passe d’'un CV
de 32 % avec 'INNOTEST® a 4 % pour le Lumipulse®, ce qui est comparable a nos
données. D’autre part, on observe que les CV, tous marqueurs et toutes techniques
confondus, sont trés variables, allant de 2,3 % pour P-Tau dosée par I'Elecsys®, a
32 % pour le ratio AB1-42/AB1-a0 dosé en INNOTEST®. Ces valeurs sont supérieures a
nos CV de fidélité intermédiaire obtenus avec le Lumipulse®, ceci est le reflet de la

diversité des laboratoires et des techniques disponibles. La variabilité inter-
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laboratoire est aussi mise en évidence lorsque nous comparons nos CV de fidélité
intermédiaire obtenus avec le Lumipulse® (Tableaux 11 et 12) qui sont bien
inférieurs aux CV inter-laboratoires des contrbles de qualité externes des
laboratoires utilisant le Lumipulse® (Tableau 15), c’est-a-dire nos pairs. En effet, pour
AB1-42, t-Tau, P-Tau et AB1-40, nos CV de fidélité intermédiaire sont tous inférieurs ou
égaux a 5 %, alors que les CV des pairs sont supérieurs ou égaux a 8,0 %. Pour le
ratio ABi1-42/AP1-40, le CV des pairs est de 4,2 % alors que nos CV de fidélité

intermédiaire sont inférieurs a 2 %.

On remarque aussi que la technologie Elecsys® semble se distinguer, les CV
obtenus dans le contrble de qualité externe sont plus faibles que pour les autres
techniques. Ceci est cohérent avec I'étude de Tobias Bittner, ou les CV de fidélité
intermédiaire décrits pour la technologie Elecsys® sont inférieurs aux CV des autres
technigues (85). Cette technique semble donc trés prometteuse et, lorsque Roche®
aura développé le dosage d’ABi-4o, il sera également intéressant d’évaluer cette

nouvelle méthode.

Tableau 15 : Exemple de CV inter laboratoires rendu par I'’Alzheimer's Association

QC Program.
AB142CV % | t-TauCV % | P-TauCV % | ABi4o CV % | APB142/AB14o0
(N) (N) (N) (N) CV % (N)
INNOTEST® | 13 (60) 16 (65) 12 (70) 24 (22) 32 (20)
Lumipulse® | 8,0 (19) 9,8 (19) 12 (8) 8,3 (7) 4,2 (7)
Elecsys® 7,6 (8) 4,3 (8) 2,3 (8) - -
Euroimmun® 9,4 (3) 33 (3) 4,8 (3) 11 (4) 9,0 (3.8)
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Le changement de technique nous a amenés a déterminer de nouvelles
valeurs seuils pour les dosages des biomarqueurs de la maladie d’Alzheimer. Pour
comparaison avec nos réesultats, le tableau 16 résume les résultats obtenus dans la

littérature.

Tableau 16 : Valeurs seuils des biomarqueurs de la maladie d’Alzheimer avant

standardisation.

AB1-42 t-Tau P-Tauis: ABLaz/AB140
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)

INNOTEST® (70) 700 400 60 0,06
EUROIMMUN® (83) 531 412 - 0,076
COBAS® (86)/(67) | 1098/1000 | 242/300 | 19,2/27 -

Luminex® (82) / (87) 156 / 192 70/93 41 /23 -
Lumipulse (notre étude) 898 525 73 0,082

On observe que les valeurs seuils varient beaucoup entre les techniques, ce
qui met bien en évidence le manque de standardisation et la nécessité du
développement d’un standard international. Dans notre laboratoire, le dosage
standardisé a été mis en place depuis janvier 2019, uniqguement pour ABi42. A
'avenir, la standardisation devrait permettre de comparer les résultats obtenus dans
les cohortes de Lille a celles des autres centres pour lesquels les dosages seront
également standardisés. Elle devrait ainsi permettre de mettre en place des études
multicentriques plus fiables pour la maladie d’Alzheimer mais aussi pour des

démences plus rares.

Nous avons vu que le Lumipulse® est un automate qui fonctionne en random
access ce qui permet donc de limiter le nombre de calibrations et de séries non
conformes a repasser. De plus, on peut réaliser simultanément le dosage de
plusieurs biomarqueurs en une seule série, tandis qu’avec les techniques qui ne sont
pas en random access, il faut procéder a une série pour chaque biomarqueur. En
effet, avec 'INNOTEST®, il fallait deux jours pour réaliser les trois séries de dosages
d‘AB1-42, t-Tau et P-Tau. Un délai supplémentaire était encore nécessaire pour

réaliser une série de dosage d’ABi-40 pour les cas discordants. Les dosages d‘AB1-42,
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t-Tau, P-Tau et AB140 peuvent maintenant étre effectués le méme jour. De plus,
'automatisation nous permet de créer une connexion informatique entre le
Lumipulse® et le logiciel de validation biologique. Cela permet aussi de diminuer les

délais de rendu de résultats et d’éliminer le risque d’erreur de rendu de résultats.

L’automatisation du dosage des biomarqueurs de la maladie d’Alzheimer par
un automate de type random access ouvre la possibilité de revoir notre stratégie de

dosages ainsi que les commentaires d’interprétation des bilans en routine.

Concernant la stratégie du dosage des biomarqueurs, nous avons vu qu’un
groupe de travail multidisciplinaire a publié, en 2017, des recommandations pour
I'utilisation et I'interprétation des biomarqueurs du LCS, d’'une part pour le diagnostic
des patients au stade MCI (49), d’autre part pour le diagnostic de la maladie
d’Alzheimer des patients au stade de démence (50). Les experts proposent un arbre
décisionnel basé sur 'examen clinique, les examens de neuroimagerie et le dosage
des trois biomarqueurs, ABi42, t-Tau, P-Tau, dans le LCS. L’arbre décisionnel
indiqgue que si les trois biomarqueurs sont pathologiques, le statut MCI ou la
démence sont probablement dus a la maladie d’Alzheimer, les biomarqueurs
renforcant dans ces cas le diagnostic clinique. Si les trois biomarqueurs sont
normauy, il est peu probable que la maladie d’Alzheimer soit la cause du statut MCI
ou de la démence, il faut considérer d’autres diagnostics. Pour les dosages
discordants des patients au stade de démence, il est conseillé de faire le dosage
d’AB1-40 uniquement pour les patients pour lesquels la concentration d’AB1-42 dans le
LCS est normale alors que les concentrations de t-Tau et P-Tau sont augmentées.
La place du dosage d’ABi-40 dans ces recommandations reste mal définie et vient
encore en deuxieme intention. Or, la littérature récente semble indiquer que le ratio
AB1-42/AB1-40 est supérieur au dosage d’ABi-42 seul, et ce, pas uniguement pour les
cas discordants. En effet, plusieurs études récentes ont conclu a une meilleure
performance diagnostique du ratio AB1-42/AB1-40 par rapport au dosage d’Api-42 seul
(44,87-90). L’étude de Piotr Lewczuk portant sur la validation de l'algorithme du
score de Erlangen chez les patients au stade MCI, montre que les résultats basés
sur ['utilisation de quatre biomarqueurs sont davantage corrélés avec le pourcentage
de sujets évoluant vers la démence que les scores calculés avec trois biomarqueurs
uniquement (87). De plus, les études qui évaluent la corrélation entre le dosage
d’AB1-42 dans le LCS ou du ratio AP1-42/AB1-40 avec les données des analyses par
TEP amyloide montrent une meilleure corrélation de la TEP avec le ratio AB1-42/AB1-40

gu’avec le dosage d’AB142 seul (91-93). Les analyses ROC réalisées dans notre
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étude vont aussi dans le sens dune supériorité diagnostique du ratio
AB1-42/AB1-40 par rapport au dosage d’ABi.4; seul. En effet, TAUC du dosage d'ABi-42
seul est égale a 0,82 avec une Se de 0,79 et une Spe de 0,80, alors que 'AUC du
ratio AB1-42/AP1-40 est supérieure et égale a 0,95, avec une Se de 0,94 et une Spe de
0,89. Ceci confirme lintérét du ratio ABi-42/AB1-40 comme aide au diagnostic de la
maladie d’Alzheimer et nous a amenés a mettre en place le dosage systématique
d’AB1-40.

Ainsi, sur la base de ces recommandations et des publications récentes sur le
ratio AB1-42/AB1-40, €n intégrant le dosage systématique d’AB1-40, Nous avons revu les

commentaires d’interprétation comme suit :

- Siles quatre biomarqueurs sont pathologiques : « profil biochimique évocateur
d’'une maladie d’Alzheimer »

- Si les quatre biomarqueurs sont normaux : « profil biochimique normal, non
évocateur d’'une maladie d’Alzheimer »

- Si la concentration d’ABi42 est normale avec un ratio ARi-42/AB1-40
pathologique et des concentrations de t-Tau et P-Tau élevées: « profil
biochimique évocateur d’'une maladie d’Alzheimer »

- Si la concentration d’ABi.4; est diminuée, le ratio AB1-42/AB1-40 normal et les
concentrations de t-Tau et P-Tau normales : « profil biochimique normal, non
évocateur d’'une maladie d’Alzheimer »

- Pour les profils intermédiaires, nous décrivons seulement les anomalies. En
effet, nous ne disposons pas de tous les éléments cliniques et des résultats

des examens d’imagerie.

Nous évaluerons sur une deuxiéme cohorte l'intérét du dosage systématique
d’AB140 et la concordance obtenue entre les interprétations du dosage des

biomarqueurs du LCS et le diagnostic clinique.

Un dernier point important a soulever est le probléme de linterprétation des
résultats proches des valeurs seuils. Les deux articles du groupe de travail cités
préecédemment (49,50) recommandent ['utilisation d’'une zone grise de 10 % dans
I'interprétation des résultats des dosages de ces biomarqueurs, comme c’est le cas
dans d’autres études (87,94). Cette zone grise permet de prendre en compte la

variabilité analytique des dosages. Si nous l'appliquons a nos valeurs seuils, nous
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obtenons les bornes suivantes : 553 a 676 pg/mL pour AB1-42, 472 & 577 pg/mL pour
t-Tau, 66 a 80 pg/mL pour P-Tau et 5,0 a 6,2 % pour AB1-42/AB1-40. Ainsi, lorsque les
résultats sont situés dans cette zone grise, nous rendons en commentaires que les
concentrations sont subnormales. Si les concentrations de tous les biomarqueurs
sont subnormales alors, le groupe de travail recommande de répéter I'analyse et/ou

de réaliser d’autres examens comme I'imagerie (50).

Notre étude présente quelques limites. L'incertitude du dosage n’a pas pu étre
évaluée car nous n'avons pas assez de données de controles de qualité externes.
Ce travail devra étre complété par la suite. D’autre part, les valeurs seuils, Se et Spe
ont été déterminées sur une cohorte rétrospective et seront vérifiées sur une
deuxiéme cohorte prospective en cours actuellement. Cette deuxiéme cohorte
permettra aussi de valider ou d’ajuster les commentaires d’interprétation des bilans
biologiques. Il n’existe pas encore de dosage standardisé pour t-Tau, P-Tau et
AB1-40, les valeurs seuils devront étre de nouveau adaptées lorsque les standards
internationaux seront disponibles. La standardisation n'a été mise en place
récemment que pour AB1-42, et les futures études et résultats des contrbles de qualité

externes devraient montrer la convergence des résultats obtenus pour ce marqueur.

Cependant, notre étude présente I'avantage de posséder des diagnostics
posés a l'aveugle des biomarqueurs par au moins deux neurologues. Ceci nous
permet d’éviter un biais de classement. Les résultats des dosages des biomarqueurs
du LCS n’ont pas influencé les cliniciens. La présence, dans le groupe de patients
témoins, de patients présentant des troubles neurologiques autres que la maladie
d’Alzheimer et non des sujets sains, pourrait étre considérée comme une limite a
I'étude. Cependant, ces deux groupes diagnostiques (Alzheimer / non Alzheimer)
permettent de déterminer des seuils en adéquation avec la question que se pose le
clinicien pour un patient présentant des troubles cognitifs, c’est-a-dire, s’agit-il d’'une
maladie d’Alzheimer ou non ? L’interprétation des bilans avec ces seuils permet

d’aider les cliniciens a répondre a cette question uniquement.

Comme nous l'avons vu, les dosages des biomarqueurs actuellement
disponibles présentent quelgques limites : la ponction lombaire est un examen invasif
et ces biomarqueurs du LCS restent insuffisants pour le diagnostic différentiel avec
les autres démences. De nouvelles perspectives s’ouvrent tant sur le plan des
techniques de dosages qui sont de plus en plus sensibles, que sur le plan du
développement de nouveaux biomarqueurs. En effet, de nouvelles technologies plus
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sensibles voient le jour. C’est le cas de 'automate SIMOA® (Single Molecule Array)
développé par Quanterix®. Il utilise des nanotechnologies appliquées au principe de
'ELISA. Cette technique permet une détection de protéines jusqu’a 1000 fois plus
sensible que les techniques ELISA classiques (95,96). Elle permet ainsi de doser
des marqueurs tels qu'ABi1-42, AB140 et t-Tau dans le plasma ou les concentrations
sont beaucoup plus faibles que dans le LCS. Cette technique utilise des nanobilles
paramagnétiques sur lesquelles sont fixés des anticorps de capture spécifiques de la
molécule a doser, et le signal fluorescent du sandwich sur la nanopuce est mesuré
grace a une caméra haute résolution. Des études sont en cours pour évaluer leur
intérét pour le diagnostic et le suivi de la maladie d’Alzheimer (97,98). Le dosage
sanguin a l'avantage d’étre moins invasif qu’une ponction lombaire et pourra donc
étre répété ce qui pourra étre intéressant le jour ou de nouveaux traitements seront
développés. Il pourra aussi étre proposé a un plus grand nombre de patients pour

une médecine personnalisée et de précision.

D’autre part, le développement de nouveaux biomarqueurs est en cours de
recherche : les chaines légéres des neurofilaments dans le plasma ou le LCS
comme marqueur de neurodégénérescence (99,100), la synaptosomal - associated
protein 25 (SNAP — 25), la syntaxine — 1 et la neurogranine dans le LCS comme
marqueurs de dégénérescence synaptique (99). Parmi ces nouveaux biomarqueurs,

la neurogranine serait la plus spécifique de la maladie d’Alzheimer (101) .

Ainsi, dans le futur, 'automatisation, la standardisation, le développement de
nouvelles techniques de dosage et de nouveaux biomarqueurs vont permettre une

amélioration de I'aide au diagnostic de la maladie d’Alzheimer.
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V. Conclusion

Ce travail a permis la validation des dosages des biomarqueurs de la maladie
d’Alzheimer ABi42, t-Tau, P-Tau et ABi4o dans le LCS par 'automate Lumipulse®
G600II. Nous avons pu définir de nouvelles valeurs seuils permettant de différencier
la maladie d’Alzheimer des autres causes de troubles cognitifs : 615 pg/mL pour
AB1-42, 525 pg/mL pour t-Tau, 73 pg/mL pour P-Tau et 5.6 % pour le ratio
AB1-42/AB1-40. Ce travail a aussi contribué a la révision de l'interprétation des bilans
biologiques avec l'intégration du dosage systématique d’ABi-40 pour le calcul du ratio

AB1-42/AB1-40, et la mise en place d’'une zone grise de 10 % autour des valeurs seulils.

Nous avons mis en évidence les avantages de I'automatisation mais aussi la
nécessité d’'une standardisation des dosages pour faire face a la diversité des
automates disponibles sur le marché. Cette standardisation n’a été mise en place
récemment que pour AB1-42. Des études doivent encore étre réalisées pour permettre
la standardisation des quatre biomarqueurs, ’harmonisation de I'interprétation de ces
dosages ainsi que I'intégration de nouveaux biomarqueurs comme aide au diagnostic

de la maladie d’Alzheimer.
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VIl. Annexes

Annexe 1 : Critéres diagnostiques de la maladie d’Alzheimer, NINCDS-ADRDA

1. Critéres de maladie d’Alzheimer probable :

- syndrome démentiel établi sur des bases cliniques et documenté par le Mini-Mental
State Examination, le Blessed Dementia Scale ou tout autre test équivalent et

confirmé par des preuves neuropsychologiques

- déficit d’au moins deux fonctions cognitives

- altérations progressives de la mémoire et des autres fonctions cognitives
- absence de trouble de conscience

- survenue entre 40 et 90 ans, le plus souvent au-dela de 65 ans

- en I'absence de désordres systémiques ou d’une autre maladie cérébrale pouvant

rendre compte par eux-mémes, des déficits mnésiques et cognitifs progressifs

2. Ce diagnostic de maladie d’Alzheimer probable est renforcé par :

- la détérioration progressive des fonctions telles que le langage (aphasie), les

habilités motrices (apraxie) et perceptives (agnosie)

- la perturbation des activités de la vie quotidienne et la présence de troubles du

comportement

- une histoire familiale de troubles similaires surtout si confirmés histologiquement
- le résultat aux examens standards suivants :

- normalité du liquide céphalo-rachidien

- EEG normal ou siége de perturbations non spécifiques comme la présence d’ondes

lentes

- présence d’atrophie cérébrale d’aggravation progressive

3. Autres caractéristiques clinigues compatibles avec le diagnostic de maladie

d’Alzheimer probable aprés exclusion d’autres causes :

- période de plateaux au cours de I'évolution
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- présence de symptdomes tels que dépression, insomnie, incontinence, idées
délirantes, illusions, hallucinations, réactions de catastrophe, désordres sexuels et
perte de poids. Des anomalies neurologiques sont possibles surtout aux stades
évolués de la maladie, notamment des signes moteurs tels qu'une hypertonie, des

myoclonies ou des troubles de la marche.
- crises comitiales aux stades tardifs

- scanner cérébral normal pour I'age

4. Signes rendant le diagnostic de maladie d’Alzheimer probable incertain ou
improbable :
- début brutal

- déficit neurologique focal tel que hémiparésie, hypoesthésie, déficit du champ

visuel, incoordination motrice a un stade précoce

- crises convulsives ou troubles de la marche en tout début de maladie

5. Le diagnostic clinique de la maladie d’Alzheimer possible :

- peut étre porté sur la base du syndrome démentiel, en I'absence d’autre désordre
neurologique, psychiatriqgue ou systémique susceptible de causer une démence, en

présence de variante dans la survenue, la présentation ou le cours de la maladie ;

- peut étre porté en présence d’'une seconde maladie systémique ou cérébrale
susceptible de produire un syndrome démentiel mais qui n’est pas considérée

comme la cause de cette démence ;

- et pourrait étre utilisé en recherche clinique quand un déficit cognitif sévére

progressif est identifié en 'absence d’autre cause identifiable.

6. Les critéres pour le diagnostic de maladie d’Alzheimer certaine sont :

- les critéres cliniques de la maladie d’Alzheimer probable ;

- et la preuve histologique apportée par la biopsie ou I'autopsie.
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Annexe 2 : Critéres diagnostigues de la démence de type Alzheimer,
DSM-IV-TR

A. Apparition de déficits cognitifs multiples, comme en témoignent a la fois :

1. une altération de la mémoire (altération de la capacité a apprendre des

informations nouvelles ou a se rappeler les informations apprises antérieurement) ;
2. une (ou plusieurs) des perturbations cognitives suivantes :
a. aphasie (perturbation du langage)

b. apraxie (altération de la capacité a réaliser une activité motrice malgré des

fonctions motrices intactes)

c. agnosie (impossibilité de reconnaitre 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 critéres A1 et A2 sont tous les deux a 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 critéres Al et A2 ne sont pas dus :

1. a d’autres affections du systéme nerveux central qui peuvent entrainer des déficits
progressifs de la mémoire et du fonctionnement cognitif (par exemple : maladie
cérébrovasculaire, maladie de Parkinson, maladie de Huntington, hématome sous-

dural, hydrocéphalie a pression normale, tumeur cérébrale) ;

2. a des affections générales pouvant entrainer une démence (par exemple :
hypothyroidie, carence en vitamine B12 ou en folates, pellagre, hypercalcémie,

neurosyphilis, infection par le VIH) ;

3. a des affections induites par une substance.
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E. Les déficits ne surviennent pas de fagon exclusive au cours de I'évolution d’'un

syndrome confusionnel.

F. La perturbation n’est pas mieux expliquée par un trouble de I'’Axe | (par exemple :

trouble dépressif majeur, schizophrénie).

Codification fondée sur la présence ou l'absence d'une perturbation cliniquement

significative du comportement :

Sans perturbation du comportement : si les troubles cognitifs ne s’accompagnent

d’aucune perturbation cliniquement significative du comportement.

Avec perturbation du comportement : si les troubles cognitifs s’accompagnent
d’'une perturbation cliniquement significative (par exemple : errance, agitation) du

comportement.
Préciser le sous-type :
A début précoce : si le début se situe & 65 ans ou avant.

A début tardif : si le début se situe aprés 65 ans.

86



Annexe 3 : SH FORMA43 : Peptides amyloides dans le LCS

LUMIPULSE®
'.":3 VERIFICATION (PORTEE A) D' UNE METHODE DE
BIOLOCIE MEDICALE
FOLE DE BIOLOGIE
PATHOLOGIE Vil
GENETIQUE Peptide: amyloides dans le LTS
LUMIPULSE®
Page 7 sur Il

EVALUATION DES FERFORMANCES DE LA METHODE

Préciser le type et référence d'échantillon (echantillon contrale, poel de sémam. ... 0 ...............

REFETABILITE
Applicable (] non applicable (3 justifier) (]
oV (%) CV (%) refenn
Nombrede | Movenme Ecart- - oo | foRrmEssemr par ke ) .
L vailews (%) | (pzml) | type | 0 | (comcentration | laboratoire (cf | Comclusion’
pg/mi) SO Ce)
POOL de LCE. [ 540 11 20 1.7 (4050 21 Conforme
POOL de LCE 10 271 11 13 1.0(773) 14 Conforme
POOL de LCE [ 100 33 34 1.0 (1228 Conforme
*Falhoff A = al Frootiers m aping namoscience 2018 Ang 32:10:253
Argmmentaire de la conchision : Fesultats conformes
Applicable [ ; non applicable (2 justifier) [
CV(a CV (%%) retenn
Nombre de AMovenne Ecart- > fournissear par le - 4
Echantillons valewrs () | (pe'ml) | twpe | ©' - | (concentration | lsberatoire(cf | Coweusiw
pe'ml) SOTCE)
Tiveau LT 3&1 T ) 13 [3H) ] Caniome
Hiveau 12 7 T34 18 15 T 5 Confomms
Hiveau L3 7 1060 7 23 13 (1128) ] Confomms
1 INETARD

Argmmentaire de la conchision : Fesultat: confomes

VARIABILITE INTER-OFERATEUES
Applicable [ ; non applicable (]

atenr évalne 1 Essai aur site — resultars de la variahilite
Operatenr evalme 1

[
= aire de [a conclusion | Analysar anomatiqoe, mucune miluence de 1" opermteur

5 sodetes savanies, pulications (SFBC, GEHT, RICOS, QUALAR, CLIA...). Precisar @ nefiérence utlisée.
8 Conformeinon confome

= Document mierne, prapriese CHR U de LILLE

87



3 :fl VERIFICATION (PORTEE A) D'UNE METHODE DE
an BIOLOGIE MEDICALE
POLE DE BIOLOGIE
PATHOLOGIE Vil
CENETIQUE Peptide: amyloides dansz le LCS
LUMIPULSE®
Page 8 sur 11
JUSTESSE {apuhrﬂstm Edmuhs:es}
; mon applicable (3 justifier) £
Nombre | oo | Cible | Biaiscw | M Bkt | me s
Echamtillons | devalenrs (eroupe | /eroupe de ! | moyenne P Conchesion®
Laba : - (tomtes el Limiate*
) de pairs) pairs techniques) generale
Echamillon
I nivean 1
Echamfillon
CI0 nivesn 2
Arsmmentaire de [a conchusion | Pas da CI0) extermalizes dispomibles
EK.A.CITI'L'I]I.{:]::HJI des comtroles externes poncinels - EEQVCNC)
omtrides quantitatifs [ ; Comtriles qualitatifs [
- Cible Biais (2) Bz (35) / e —
Echantillons Valewr | (orpgpe | CHHle(0UES | oropede | tonte | BRSCY | Conchusion
de pairs) padrs technique
A rensetmmer pour [es comirolas
quamistais
Argmmentaire de la conchision : en cours
SENSIBILITE et SFECIFICTTE ANALYTIQUE
{etnde expérimentale indispersable en portés B)
{etude mllﬂi:hmmbh_ﬂmhqu_nh_m“um
Applicable ] ; non applicable (3 justifier) []
[ Vras posifits cnton RO : LurnlputesC A2
Fmpﬂﬂ-ﬁﬁ . Courba BOC ;L pulsed Al 2
VTa nezabis - I |
Faux megatifz s -
S -_/'
- . -
: .-'_.-"'h
g on] r
§ o= e
& s -
= e
2
:- rd v Ll Ui o | £
tm .-"'.-’ S Lavgeinel ANHD = 14
Q" 5. .y oy s . e e
1 - Specificid
Se=079
Spe=0.20
WER=1011
VBN =072
Cut-off optmal : = 898 pe/ml (kits pon standardises IFCC)

Argmmentaire de la conchision : Besultats acceptables pour b pratique cliniqe

2 Document mierne, propriete CHRU de LILLE
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i) VERIFICATION (PORTEE A) D'UNE METHODE DE

[5 0T

BIOLOGIE MEDICALE
FOLE DE BIOLOGIE
PATHOLOGIE Vil
CENETIQUE Peptide: amylotides dansz le LCS
LUMIPTLSE®

Page 9 sur Il

INCERTITUDE DE MESURE (miveant, cheix do mode de ulrl],mr;n'd:m-}
Methodolosie choisie - anabyse des risques {absence d'interférence résiduelle) [ ; caloud [F]

. , Exigemce de
Incertitndes calonless performances

Mode de caboul fof. SH GTA 14) - Fomule utlizes Feference
ation de I'mcertiinde Hrveau T en valar absolie =T oa Exdgences en fidelde,
mivean 1) - Niveau 1 en valau absolne = 1N justesse et incertingde
Cuantification de I'mcertimode Niveau 2 en valam absole = 1T oa Exigences en fidelse,
(miveanm 7 : Hiveau 2 en valaur absole =T justesse et mosrtmnde
Quantification de I'meertitode Hiwvem wx en valsur absabue = 1 ou Exigences en fidelds,
{mivean TeT) - Miveau 2 en valeur absaloe £ 17 justesse of moarmmde

Arsmrentaire da la conchision (arpact sur ks zons decisioomslle 7) - Pas de CT0) extemalizés dispondbles

LIVITE DE DETECTION (énde expérimentale indispensahle en portée B)
{étnde expérimentale possihle 5 perfinente en portée A)
Applicable ible []

[ ; non applica
Limite die debertion - | V17 peml (nooce Sourmesseur FRI33951 Cctobme 2017 (ver Iy
Argmmentaire de [a conchision | Comdent s besoins da laboratoire
COAPARATSON DE METHODES
Applicable [4] ; m:ﬁh&a&{l}u&hﬁ}ﬂ

Duomnees bibliographiques (foornissenrs, . _

blicatioms._. ] - Foeferences methodes
Methode précedente, anire methode

untilizze dams ke labarateire, apparedl en INNOTEST® f-AMYLOID | . Immymaeanatyse ELTSA (out-off : W = 700 pg/ml)
| miroir on back-up. ERLT -

Nombre de mesares : 30

Infervalle de compararson adapies a !v'_l.n=il}l}_=gni,

I' etendoe des mesures do nboratoire : Iian = 3409 pml

Methode d'exploitation des resultats Lﬁmoﬁeufe.mmmam:(mmﬁmbae 5 par [e semice de stafdstque du CHE de
4

Equation de Ia droite de regression : —

[E————

Y (A Lumipulse®) = 03 5+ 13 % (AR Trmntests), B2 = 0.0

Driagramme des differences et'on des 2 deviants

rapports -
Aramentaire de [a conchusion | Comient am i G Iaboratodre

Document mierne, propriete CHRU de LILLE
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i) VERIFICATION (PORTEE A) D'UNE METHODE DE
o BIOLOGIE MEDICALE
FOLE DE BIOLOCIE
FATHOLOGIE V:l
CENETIQUE Peptides amyloides dans le LCS
LUMIPTULSE®
Page 10 sur 11
COAPARAISON DE METHODES : (selon tubes d'aliquotaze - microfubes sarstedb® en polvpropvlene de 15 ml reference
TLT03.406 3 partir do 001012008,
5 = - : Applicable [] : pon applicable (3 justfer) []
bhci;uhns..._.g} :mhlqufsl.{fuu:msems_ Feferences methodes
”“’“'u., ;aﬁml e, mtre ;“-"b"‘?m microtubes d aliquotage eppendoef polypropyléne de 1 5 il (aur-off N > 700 pgral)
miroir ou back-up FBMD : Jusqu'as 3111272018
Nombre de mesares : E]]
Infervalle de comparaison adaptes a Min=308 pzol
I'etendne des mesnres du laboratoire - Mg = 3409 pml
Methode d'exploitafion des resultats - Drroite des momndnes carres (stafistiques realisess par [e semvice de stadstique du CHC de
L ille)
Equation de Ly droite de regreszion : e
I =.ﬁ:.l-l.M AL un
YiSarstede™) = 189+ 1 (24x (Eppendarf*), B2 = 0,094
Dhiagramme des differences et'on des [ deviant

Arpmentare de la conchision : Comident aux besains du laberatoire

COAPARATSON DE
Applicable

METHODES : selon standardisation IFCC
[ ; non applicable (3 justifier) []

Dummnees hibliosraphiqoes (foornissenrs,
bilications_._ ) -

Fe standardisation du Lundpulze G §-Annylodd 1-22, ref D003, Fujmebio®, source - ERM-
DA4R0-48]1 TFCC repontpdf

Methode précedente, anire methode
uiilizée dans e laboratoire, apparedl en
miroir on back-up, EBAD :

Npmbre de mesures -

Intervalle de comparaison adapies a
I'étendue des mesures du Iaboratoire -

Methode d'exploitation des resultats -

Equation de la droife de regreszion :

V(AR o Lumiplse® TFCC) = (U126) & (ABy; Lumipulse® IFCC)

Daagramme des differemces et'on des

| rapports -
Argmentaire de la conchision | Comvient amx besoins du laboratodre

Document mierne, proprieré CHR. U de LILLE

90




i) VERIFICATION (PORTEE A) D'UNE METHODE DE

[a0T

BIOLOGIE MEDICALE
FOLE DE BIODLOGIE
PATHOLOGIE Yl
GENETIQUE Peptides amyloides danz le LCS
LUMIPULSE®

Page 11 sur 21

EI'ENDLIDIH[SL‘RI(MMM&MB}
fmmm:mglmheﬁ
{roponine, micro albumine, plaguettes, F5A TSH. ..}
Applicable [ ; pon applicable (3 justfier) [] - kbts nen [FCC

Limite de detection : 717 pz/ml. [notice fourmdssaur)
FRI55851 Octobme 2017 {ver 1))

Limite de quantificabion - 127 pgml {mobice foamesseur
FEI55951 Octobme 2017 {ver 1))

Limite superieurs de Enearite - 1060 pgml (potce Toumisseur
FEI55951 Ooinbre 2017 (ver 2))

Argmmentaire de la conchision : comient yos besoins @2 laborataire

m{mmm&umm .
(efude experimentale possibile = pertinente en partée A pour - Hemolyse, turbidite, bilirabine, medicaments. __. - 4 prendre en
compte dams les factenrs de variabilite - 3 evaluer o nécessaire)

Applicable [7] ; non applicable (3 justifier) ]

Hemalyze Annme mferference Jusqua une conceniration de ] me/'dl dHD (notice fommassanr FRDE3T Ociobre 2017
[ver )

Turbidite

Bilirnbine. ictere

Medicaments

.:’;.fgmrﬂ'_[nired.!ln conchision © Accepable pour uitlisation en pratiqee clinkque

CONTAMINATION {dldeu:uumnlllemﬁspmbh El'l!l.'t!lm
{Mmﬂmﬂhmﬁh&nmﬁm‘t&ﬂmm A pour les paramstres sensibles)
Applicable [] ; mon applicable (a justfer) []

Inter echanillon poar Jes parameires senzibles (par exemple 3z HBS, | U 72 de conanunadon & un echant lon 2 331 pgmil par
BHC, ...) : deternemation sur sie echantillon a 1858 pe/ml
[n.ba'rmh:fnnarﬁsan‘e{pa:em LDH et ALAT, cholesterol et

| phosphate Fpase ef trishreerides. ..) :

Argmentaire de [a conchision | Comvient i hesain: B horarore.

ROBUSTESSE et STABILTTE des EEACTIFS

(etnde E:pmnai:hnﬂsptmhhupm‘lu]?-} )
{m&wﬂepmbhnpummnpum A ponr les parametres semsibles)

Applicable [ ; mon applicable (3 justifier) (]

Parmsenﬂ'hhsmtﬁ{t" pH, position sor un suppeort,

T‘E.Eﬁiedﬁ Teaciis Apres GUVerTure, embarques

Argmentaire de [a conchision | non mdsspenzahls u:p:cnaeﬂ

INTERVALLES de REFERENCE eton valenrs semls Elfuthulhmmmtmmmﬁﬂe
en portee B)
Applicable [] ; non applicable []

Valeurs de reference Moo standardise [IFCC - N = 898 pg'ml
Standardice IFCC - W = §15 pp/ml (détenmination aur site, rfrence 1)

1 : Fe standardisation du Lonnipulse G f-Anndeid 1-42, ref 00003, Fojimebio®, smrce - ERM-DAAB0-48]_TFCC_report pdf
Argmmentaire de [a conchision : Cooforme poar [ utlizaton chinsque

Document mterne, proprivee CHR U de IILLE
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1 VERIFICATION (PORTEE A) D' UNE METHODE DE

BIOLOGIE MEDICALE
FOLE DE BIOLOIE
PATHOLOGIE Wl
CENETIQUE Peptide: amylotdes dansz le LCS
LUMIPTULSE®
Page 13 sur 11
EVALUATION DES PERFORAMANCES DE LA METHODE
Precizer le type et réference d'échantillon (échantillon contrale, pool de semam. ...0: ... ............
 REFETABILITE A,
Applicabile [7] non appBcatle (3 justifier) [
oV TV =% refenn
— Nombre de | Moyenne Ecart- ¢y | fowrmizsemr par ke . - g
Ec vakenrs ) | (pz'ml) type el {comceniration | laboratoire (cf Conclusion
pe/mi) Somree’)
POOL de LCE. L 83359 13209 L& 217258 Conforme
POOL de LCE. g 11688 8 104.7 [ 1.8 (10213 Conforme
POOL de LCE. £ 186324 174.1 [ 101880 Conforme
Arpmmrentyire de la conchision | Rasultats conformes (T inferieurs su CV acceptables pour 1a répatabiling)
FEFETAEILITE Afa-w/Afa-sa
Applicable (5] non appBeabile (3 fustifier) (]
oD CV (%) refenn
Nombrede | Moyenne Ecart- e L par ke .
Echamfillons i 5 tvpe CV(?) | fournissear Ik ire (k. Comclosion'!
soarce')
POOL de LCE. £ 0.10 0.00 L 25 Conforme
POOL de LCE. g 0.08 0.00 13 25 Conforme
POOL de LCE. £ 0.a7 0.00 [ 25 Conforme
10. INSTAND
Arsmentaire de la conchusion : Resultats confimmes
Iﬂmmmmmnmma\sm
Applicable [4] ; non applicable (a O
oV g TV 3 retenn
— Nombre de Alovenne Ecart- s fonrnissear par le .y
Ec valears (1) {pg/mL) type oV (concentration | Iabaratoire (cf. Conclusion'
peml) spurce’)
Mivemu L1 10 ERRER: 1704 418 144136) 15 Conforme
Hivemu I7 1[1] SE0LE 2GR 1B 16(0363) Fh] Confome
Miveau L3 10 21421 7511 i7 3.1 (15204) 15 Confomme
2 INSTARD

Arammentaire de la conchision : Fesultats acceptablas

B Snojebés savanies, punlcations (SFEC, GEHT, RICOS, QUALAB, CLIA ) Précisar la néfdrence utliste.
Y Conforme'non comfomme
'S ockts savantes, publications (SFBEC, GEHT, RIODS, ClIALAS, CLIA. . ). Précizser |a référence willsée.
" Conformenon comfonmea

& Doecumens incerne, proprieré CHR.U. de LILLE
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-] :’_'I VERIFICATION (PORTEE A) D'UNE METHODE DE
L BIOLOGIE MEDICALE
FOLE DE BIOLOGCIE
PATHOLOGIE Vil
CENETIGQUE Peptides amyloides dans le LTS
LUMIPULSE™
Page 14 sur 11
FIDELITE INTERMEDIAIRE Ao/ Afiu
Applicable [ ; won applicable (3 jostifier) [
) i oviea CV (% I'::hﬂ.
Nombre MMovenme Ecart- - m - ‘par = i3
Echamtillons valenrs (1) {pemL) tpe CV (e Iaboratoire fcE Conc lnsion
Srce)
HNivem L] 0100 0.00 18 a5 Conforme
Hiveau 12 0078 0.00 1.0 a5 Conforme
Hive L3 0.058 0.00 L& 5 Conforme
T4 THSTARD
Arzmmentaire de [a conchision : Fesultats acceptables
VARIABILITE INTER-OFERATELRS
Applicable [] ; non applicable [
Omératenr évalue 1 Ezzai s zite — rezuitats de [a variabilse
Operatenr evalue 1
| -
Argmmentaire de [a conchision | Aralysamr ansmatiqoe, auomes influencs de 1 oparataur
JUSTESSE (a partir des CIQ) Edmulm»s}
Applicable (] ; mon applicable (3 jostifier) [
Nombre | g, | Cible | Bk érale Bials ) | gigie 3y
Echanfilloms | devalenrs (eroupe | /Eroupe de st [ mvenme 4 Comchesion®
Laba : E (tomies ! Limite
™ de pairs) pairs techniques) gémerale
Echamilkon
I nivean 1
Echamiilbon
CIQ) nivean 1
Argmmentaire de [a conchusion | pas de CI() externalizes disponibles
EXACTITUDE {3 partir des contrales evtermes pomctoels - EECWCNG)
Confriles quantitatifs (£ ; Controles qualitatifs [
- Cible Biais (%) | Biiads (35)/ .
Echanéill Valear (erom l‘_'h'l!hﬁm pe de . E:‘i.l!i_l,‘_'fp] Conchusan®
- de pairs) — [padrs technd que —
A renseimer paoar les comirales
U
Argmmentaire de [a conchuision : en cours

Document imterne, propriete CHRU de LILLE
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i)

[T

VERIFICATION (PORTEE A) I'UNE METHODE DE

LUMIPULSE®

BIOLOGIE MEDICALE
FOLE DE BIOLOGIE
FATHOLOGIE L |
CENETIQUE Peptides amyloides dans le LCS

Page 15 sur 11

SENSIBILITE ef SPECTFICTTE ANALYTIQUE ratio Afii-a/Afie

Eﬂn&m&mﬂﬂmﬂnﬂ!ﬂh&ﬂmm
{étnde experimentale possible 5i perfinente en
Appbeable [] ; lulimhu&{a]ushﬁer]g

Conurts FOOC : Retasd 240

S
&
hY

A e e Corrm | LI

S Mool 280 w0 8

1« Speciciié
Se=004
Spe =050
VEE=0.5
VRN =083

| Dol I S Mol G Il Tl ) O I B T T 1T 1" 1
T R RN EE T R TR AE s W T T T T

Cut-off optinml : Afec Afi4e = B.2% (kits Af-: non standardises IFCC)

Argmentaire ds Ia conchision : Famuitais acceptables pour ka prtique climque

INCERTITUDE DE MESURE {md:mnhm&ﬂukl],niﬂp‘d:‘hm}
Mdathodologie choisie - analyse des risques (absence ' interférence résiduells) [ ; calond [

l Exigemce de
Imcertitndes calouléss performances

Mode de calonl (ff SHETA LS - Fomuile ublisas Feferznce
Cmantification de I'mcertifode Hiwvemt 1 en valam absole =1 oa Exipences en fidelse,
(miveam 1) - Hivemt 1 en valam absole = 1% jusesse et moartnads
Crantification de I'mcertifode HMiveau 2 en valenr absole= 1T oo Exigences en fidelie,
(mivean I - Nivem 2 en valsm absolos = 1% jnstesse et meertnade
Crantification de I'mcertifode Hiwvem: wx en valeur absaloe =T ou Exipences en fidelie,
(mivean mx) : Hivemu s en valeur absoboe = 17 justesse et meerdtuds

Arpmmentaire da la conchision {rpact sur la zone decisionmelle 7) - Pas de (1) externalizés disponshles

LIMITE DE DETECTION Agl s (étude indicpencable en partée B)
{etnde erpérimentals 5 pertimente en portee A)
Applicable [€] ; non applicable (]

Limate de detection

[ 178 pe'ml (notice fourrdssanr FRIO3 pov 2018 ver 1)

Argmmentaire de [a conchuision | Comaent st besoins &1 aboratoire

2 Decument meerne, propricie CHRU. de LILLE
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VERIFICATION (FORTEE A) D'UNE METHODE DE

o BIOLOGIE MEDICALE
POLE DE BIOLOGIE
PATHOLOGIE Yl
GENETIQUE Peptide: amyloides dams le LCS
LUMIPULSE®
Page 16 sur 11

COAPARATSON DE METHODES - Corrélation dosages du peptide Af: .

Applicable [5] ; non applicable (3 justifier) (]

Donnees bibliszraphiques (fournissenrs,
pobbicatons....) :

FBifirences mithod

dams le laboratoire, appareil en miroir on

Mlethode precedente, antre methods niilisee

NMOTEST® B-AMYLOID, s

bacl-up. FHAD -
Nombre de mesmres 30
Intervalle de comparasson adaptee a Min ==28I2 pzml
I"étendue des mesures du laboratoire : Ml = 1 740G ppml.
Aiethode d'exploitation des resultats - Diroate des moindres cames [saiistques realisess par ke senvice de stafistique du THUT de Lalle)
Equation de Ia droite de resression : ke AB40
Er
2E00
2300
S
o
13m0
180
]
15m
13m0 2
L] * ’
IIUJ . I‘-|‘I
1200 o
1w g
10 sl
T ' '\..’
L] ! .‘rll s
T, Fa'w
- .
m .
o NE O N0 BN A M0 |0W L0 (00 (4 1500 M e
Lompia?_ pRE)
T ({Afo-s Lmipulse®™) = 793 + 002 x (A« Inotest™), B2 =095
Disgramme des differences efion des 0 deviant
I .

Armmrenraire s [ conclision ; ComvIen aim B0l G b

Document mierne, propriete CHRU. de LTLLE
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i)

EHiF

VERIFICATION (PORTEE A) D'UNE METHODE DE

FOLE DE BIOLOGIE
PATHOLOGIE
GENETIQUE

BIOLOGIE MEDICALE
Yl
Peptide: amyloides dans le LCS
LUMIPULSE®
Page 17 zur 11

COAFARATISON DE METHODES AR, - {sdultl:l:ad’:hqumge micratubes sarstedt® en polypropylene de 1.5 mL. référence

émﬁ_ﬂhﬁ_raﬂ{_@l

Donnees bibliosraphiqoes (fonrnissenrs,
pablications . ) -

P.efarences methadss

aElistn e b Eboe s magien | DNOTEST® B-AMYLOID,.40, Inmmosralyse ELTSA, microrubes 4 aliquocags
miroir ou back-up, EBMD - eppendoct™ polypropylena de 1.5 mL

Svombre de Mesures - E[1]

Intervalle de comparaison adapiee 3 Win = 3337 pgml

I'etendue des mesures du laboratoire -

Max = 13598 pgml

Methode d'explottatdon des resmltats -

Elho?ufsmindra cares (statistiques realisess par le semvice de stadstiqoe du CHU de
7

Equation de la droite de regression :

Erpanterf_ABA0
=
i
3] -
= .
A
HE S
T
W
1 t
i
T

T T
= (= anec ==

Sarensi_XEH

Y Sarstedr™) = 284 4+ 1 02x (Eppendarf™), B =0 956

THagramme des difference: el ou des

[ deviant

Tapports -
Argmmentaire de Ta conchision : Comdent sk ins du Iaberatodre

Document mierne, proprivie CHRU de LILLE
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i1

VERIFICATION (PORTEE A) 'UNE METHODE DE

BIOLOGIE MEDICALE
FOLE DE BEIOLOGIE
PATHOLOGIE Tl
GENETIQUE Peptides amyloides dans le LCS
LUMIPULSE®
Page 18 sur 11
COMPARATSON DE METHODES : corrélation rapport Af, o/Af =
Applicable [3] ; non applicable (a justifier) (]
Donnees biblioeraphigues {fowrnissenrs, - sy
ificafions._ ) - Rafzrences methodes
Methode precedente, auire methode niilizee
dames e laboratodre, appareil en miroir on INNOTEST® B-AMYLOID o, INNOTEST® B-AMYLOID 2, (cut-off - N = 6.0 %)
bearclc-up, EBMD -
Nombre de mesures : 30
Intervalle de comparazon adaptee a Min=33%
I'étendune des mesures du laboratoire - Mk =16.8%
Methode d'exploitation des resultais - Dimoire des moindres cammes (Safsnques realisess par ke senace de stafistaque du THU de Lills)
Equation de Ia droite de regression : ha -1 =
Y (A 4o ABh s Lummipalse®) = 0007 + 18] x (A8 /AP 4 Innotest®), R2=0.87
Diazramme des differences effon des T deviant
rappeorts :

Arzmmentare de [ conchusion : Coovient s besains du Inboratodrs

2 Decument mierne, propricre CHR U de LILLE

97




5

VERIFICATION (FORTEE A) D'UNE METHODE DE

BIOLOGIE MEDICALE
FOLE DE BIOLOGIE
PATHOLOGIE Vil
GENETIQUE Peptides amyloides dans le LCS
LUMIPULSE®
Page 19 sur 11
COMPARATSON DE METHODES ratio Afy o/ Afhw - (selon tobes d’abquetage - fubes microtubes sarstedt® en pobvpropvlens de
1.5 ml . reference 72703406, i partir do 010115

— s Applicable [] : won applicable (3 justifier) []
Dronnees bibliographiqoes (fournissenrs, . .
publications, ) - Feferences methodes
Wieshicle Frecetente, “.”:’;;ﬂ”"".‘u INNOTEST® f-AMYLOID,.». INNOTEST® f-AMYLOID,; .. [ommmoenalyse
miroir ou back-up, EBMD - ELTSA. microtubes 4" aliquotazs eppendorf® pobpropyiane de 1.5 ml. (out-off - M =6.0 %5,
Nombre de mesores : 30
Intervalle de comparaison adapiee 3 hfim =
I'etendne des mesures du laboratoire - M = 1“""

Methode d'exploitaton des resultats -

Eﬂil_lae-iﬁmmmﬁ carres (satistiques realisess par le service de staistiqoe du CHLU de
7

Equation de Ia droite de regreszion : bt ks’
" =)
1% -y *
Ik !
||- . *
(1.
;IZI- -~
BEF T
Lif e
nEr P -
e T T T T T T T T
112} LB uea -1 4 ] - o BIE [ 1}} [ AF] B3 s e +H T
Sarmad_ e 42 &
YiSarstedee) = 00003+ x (Eppendor*). B* = 0284
Dhagramme des dafferemces et'on des 1 deviant

| rapoorts -
Argmmentaire de la conclusion | Comdent aux besoins du laberatoire

mtmmnfmmmamm

plaqueties,
ME nmapph:a&{l]nshﬁﬂ'}l:l

Limite de detection - 278 pp'ml (potice foumisseur (notice fommissaur FRD O3
oo 3018 ver 1)

Limate de quantification : 408 pgol (pobce fnamisseor (potice fourmssam FRI2003
oo 3018 ver 1)

Limdte superienre de Eneariie : 1854 pe'ml [potice furmizsem (nodce foumisseur

FRDA03 now 2018 wer 1)

Argmentaire de [a conchusion | Comident yux besoin: du [abomtoire

Document meerne, proprierd CHR U de LILLE
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7} WERIFICATION (PORTEE A) D'UNE METHODE DE

BIOLOGIE MEDICALE
PFOLE DE BIOLOGIE
PATHOLOCIE Vil
GENETIQUE Peptide: amyloide: dans le LCS
LUMIPULSE®

Page 20 sur 21

INTERFERENCES (stude expérimentale indispensable en portes B) i
{efnde experimentals possible 5 perfinente en portée 4 pour : Heamolvse, furbidite, bilirabine, medicaments. __. - 3 prendre en
tmtthnshhdem de variabilite - :mnlﬂm’:l

: mon applicable (3 justfier) ]

Hemohse Anome misrference usqu'a une conceniration de 125 me'il 4 Hb {potce foamisseur FR20905 Tovembre
018 (wer.1})

Turbidite Anome interferencs jusqu’a une concentratin de 20 me/dl da mighyrandss (notice fourmissenr FE20903
Hovembre 2018 (ver 1))

Bilirubine, ictére Anome interference fusqu’a une concentration de 0.3 me'dL da bilintbine (notice fournisseur FRI0903
Hovembre 2018 (ver 1)

Medicaments

Armmenis 42 b conchision | ComvieD A besains &1 ITboratoirs

CONTAMINATION Af, o (étnde expérimentale indispersable en portée B)
(étude experimentale possible 5 perfinents en portée & pour les parameéires semsibles)
Applicable [ ; won applicable (3 jostifier) [

Inter echantillon pour les parametres sensibles (par exemple Az HES, | 0% de contaminedon 4'un echentllon 2 8035 pgml. parun
PHCG, .. ectaniillon a 16308 pg'ml
[n.tu'rm.ch:fsmecﬁsan‘e{pa:em IDH et ALAT, cholesterol «f

phosphate, lipase of irighveerides, ..

Arzmmentaire da [a conchision © (u:ma:[ s besoins du Iaboratoire.

{éfmde expérimentale possible 5i perfinente en portée A pour les parametres sensibles)
Applicable [ ; won applicable (3 justifier) []

Parametres sensibles testes (°, pH, posiion sor mm suppart,

.|
Stahilite des reactifs apres caverfure, embargunes, .

Argmmentare de [ conchision | pon malspensable sn pomes A

INTERVALLES de REFERENCE et'on valenrs semils en fonction des données démogsraphiques (#ude erpérimentale indispensable
en portés B)
Apnplicable (=] ; non applicable (]
Valeurs de reference Fappart AR, /Al « non sandandize TFCC - RF=81%
Bappsort Afy 4o/ Ay« standardize TFCC : N = 5.6 % (deternynaton sur site,
referance”)
1 - He standarchsamon du Lummapmlse O f-Ansyiand [-42 ref (D003, Fupredwe®, source © ERMW-DAAS0-281_1FCL_ report pat

Arpmentaire de Iy conchision : Conforme porar | Mutilization climigue

99




Annexe 4 : SH FORM43 : Protéine TAU dans le LCS
LUMIPULSE®
73 VERIFICATION (PORTEE A)/ VALIDATION (PORTEE B)
M I'UNE METHODE DE BIOLOGIE MEDICALE
FOLE DE BIOLOGIE
PATHUI_OG:-]:E Vil
CENETIQUE Protéine TAU dans le LCS
LUMIPULSE®
Page 7 sur 11
EVALTATION DES PERFORMANCES DE LA METHODE
Préciser L= rype et refarance d'échantillon (schantillon contrale, poal de semam, .. )0 ...
REFETABILITE
Applicable (] non appBcable (3 justifier) O]
oV CV o5 retenn
Nombre de Movenne Ecart- S fournissear par ke . .
Echanillons vailewrs 09) | (peml) | tpe | € U¥ | fconcentraion | laboratsirecr | Concimsion’
peml) souTce’)
POOL da LCE. [ 221 15 6.7 14275 Conforme
POOL da LCE. 10 578 g0 L5 3.6 (500 Conforme
POOL d= LCR [ T 3l 41 10(783) Conforme
Arpmrentaire de la conchusion : Resultars conformes (CV inférieurs an OV accepiables pour la repetabilis)
Applicable [5] ; mon spplicable (3 jostifier) (]
oV CV (%4 retenn
Nombre de Ecart- - fournissenr le A
Echantillons e ) | Moremne npe | V09 | (concentration | 1ab e (& | Concusion
pe'ml) sparce’)
Cirl interne Miveau L1 7 104 15 30 83275 15 Confomme
Cirl interne Mivesu L2 7 407 12 13 4.0 (500 5 Confome
Cirl interne Miveau L3 7 208 ] il 11 (7E3) 5 Confomme
+INSTAND

Arpmentaire de la conchision : Besultats conformes

VARIABILITE INTER-OPERATEURS
Applicable [] ; non apglicable [

Ezzai o site — resultars de Ta vanabilite

atenr evalns 1
Operatenr evalne 1

Aiémmdzlﬂ conchision | Aralysar annmatqoe, moine minence de | opersteur

# Sociétés savantes, publcations (SFBIC, GEHT, RICOS, QUALAR, CLIA .| Préciser [a référence utllsée.

5 Conformenon confomme:

2 Documens interne, propricee CHRU. de LILLE
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?:'_'I VERIFICATION (PORTEE A) / VALIDATION (PORTEE B)
b D*UNE METHODE DE BIOLOGIE MEDICALE
PFOLE DE BIOLOCIE
PATHOLOGIE Vil
CENETIQUE Protéine TAT dans le LCS
LUMIPULSE®
Page 3 sur 11
JUSTESSE (i partir des CIQ) E:hrn.ihﬂs}
Applicable [ ; won applicable (3 justifier) [
Nombre - Cible Biais %%) s Biais () AP
Echantillons | devalears | el (eroupe | ‘EToupe de w | moyenme Bps_ﬁ.‘; Conclusion®
) de pairs) pairs fechnigues) generale
Echantilkan
I nivea 1
Echamti ko
CIQ nivean 2
Armmmentaire de [a conchision © pas de CI() externalizes disponibles
EXACTITUDE {3 partir des comtrades evtermes pomctnels - EECRCNQ)
Contriles quantitatifs [<] ; Contrides qualitatifs [
- Cible Bisiz (35) | Biads %)/ =o
Echamndl ?Iﬂ‘]!:lr i Cible (tomtes de oy Biais (%) Conchusion®
de pairs) techniques) pairs technique st
A renseirmer pour [es conirales
uamEAs

Argmmentaire de la conchusion : en cours

SENSIBILITE ef SFECIFICTTE ANALYTIOUE

amy -
ame

Eamsbi
1
N\

aatd e
|

Ll 2} -

amd -

axd /';
|

LT

e .-"-;

T -

- .—""-’ Begey rafer Vop Dy - R

LIS s Lomdoasiml Tiza = ape

| Py
LY

1 - Spseificith

Se=0420

Spe=0385

VPP =024

VRN =080

Coi-off optimal - < 325 pe/ml

EGE GBS B BIN B BJN S0 B3N G40 6N BAO G B8 GBA ETE ATH GBD SAM GEG DG NED

Armmmentaire de [a conchision : Fesultats acceptables pour la patqee climque

Document interne, propridre CHRU de LILLE
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f:'_'l VERIFICATION (PORTEE A)/ VALIDATION (FORTEE B}
i D*UNE METHODE DE BIOLOGIE MEDICALE
FOLE DE BIOLOCIE
PATHOLOGIE Vel
CENETIQUE Protéine TAU dans le LCS
LUMIPULSE®
Page 9 sur 11
INCERTITUDE DE MESURE (piveant, choit du mode de caloul, interpretation) -
Afsthodelogie choisie - analyse des risques (absence d'imterférence résiduells) [ ; cakeul
. . Exizemce de

Incertitndes calouless performances
Aode de calml el SHGTA TS : Tommule udlises Feference
Cmantification de I'incertitnde Hrveau T en valaur absohe =T on Exdgence: en fdelie,
(miveam 1) - Nivem | en valam absohe = 1R justesse af meemimds
Cmantification de I'mcertitnde HNiveau 2 en valamr absoke =17 on Exigences en fdelne,
(miveam I} : Mirveau 2 en valaur absole = 1% justesse of meertada
Cuantification de I'incertitnde Niveau 2 en valeur absabee =T ou Exigences en fdelie,
{mivean IIx) : Niveau 2 en valeur absolue =107 justesse ef mosrminade
Argmeniaire de la conchusion (fmpact sur b zone decisicrmelle 7) - Pas de CI() externalizes disponghles

LMIIDIDEIEC’HDN{MWMIIMENMH}
{#tnde expérimentale posdble =i pertinente en portée
Applicable [5] ; non applicable (]

Limite de detection - [ 141 peiml. {motice fournisseur FRI32291 Foillet 2017 {ver 171

Armmmentaire de 1a conchision : comvient sox besoins do labomtoire

| rapperts :

COMPARATSON DE METHODES :
Applicable [F] ; non applicable (3 jusfier) (]
Donness bibliographiques {(fournissenrs, - .
publications... ) - Eeferences methodes
Methode precedente, awire methode
ufilisée dams le laboratoire, appareil en INHNOTEST® hTAU, Immnumoanalyss ELISA (cut-off : W < 400 pe/mL)
‘miroir ou back-up, EBMD :
Nombre de mesmres 30
Intervalle de comparason adaptee a Mo =THpzml
I'etendue des mesures du laboratoire - Max=1407 ppml
Alathode d' itation des resnliats - Dmmdz:unmm;cm&.{‘musumeaxmmgm service de statstque do CHIT de Lills)
Equation de Ia droite de resression : —
m O
T (RTALT Lurnipralse®) = §7.6+ 1.01% (RTAL Innotase®)
Bi=00¢
Diseramme des differences effon des 1 deviamt

Arpmentaire de la conchision | Comient s besoins da labematoire

' Decument mrerne, propricre CHR U de LILLE
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VERIFICATION (PORTEE A) / VALIDATION (PORTEE B)

D'UNE METHODE DE BIOLOGIE MEDICALE

FOLE DE BIOLOGIE
PATHOLOGIE
CENETIQUE

Protéine TATU dans le LCS

LUMIPULSE®

Page 10 zur 11

COMPARATSON DE METHODES : (Selon fubes d” aliquotaze © microtubes sarstedt® en polvproprlene de 1.5 mlL, reference

71703406, & partir du 01/01/19)
_ _ _ i  mon applicable (3 jostfier) []
L mbliclﬂmes' I:a.mh.h-u.;g} :i]JI:IlI{IlES {foarnisseurs, Feferences mathodas
Methods prcadeats. m;ﬂﬂl"'@'m INNOTEST® KTAU, Immmounalyse ELTSA. microrubes d aliquotage eppendarts
miroir ou back-ap, EBMD - parell palypropyiene de 1.5 mil. {onf-off - W < 400 pg/ml),
Nombre de mesures : E[T]
Intervalle de comparaison adapies 3 Min=THpgol
I etendoe des mesures do laboratoire - M = 1650 pe'ml
Methode d'explodtation des resultats - Eﬂﬁehm&ﬁma(ﬂﬁfmmﬁa&smhm&d&mﬂq&mﬂﬁu
4
Equation de L droite de regression L
i 4 . -
. A .
. Hardnin - '
T (Sarstedt*}= 12 9+ 0 98X Eppendorf*), B* = (.087
THasTamme des differences &b oa des T deviant
TAppEs -
Argumentaire de a conchision © Comdent aux besoins & Inboratodre
ETENDUE DE MESTRE (éude expérimentale indispensable en partée B}
fmmmmnm &l portee A ponr -
troponime, micro albumine, plaguettes, PSA TSH, ..}
Applicable [ ; non applicable (3 justifier) []

Limate de debertion : 141 E_EmL(mr_ce fonumisser

FRIZT9] Tuillet 2017 (ver. 1))
Limite de quantification : 14] pg'ml. (potice fnmmisser

FRI3120] fillet 2017 {wer. 1))
Limate superieure de lnearite - 1919 pgml. (potics foumisseur

FRI310] hnllet 2017 (wer. 1))

Argmmentaire de [a conchusion | comAent sk besoins &1 labomataire

=1

Documeni mierne, proprieie CHRU. de LILLE
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?':'_'I VERIFICATION (PORTEE A) / VALIDATION (FORTEE B)
o I'UNE METHODE DE BIOLOGIE MEDICALE

FOLE DE BIOLOCIE
PATHOLOGIE Vil

CENETIQUE Protéine TATU dans le LCS

LUMIPTULSE®

Page 11 sur 11

INTERFERENCES {étude experimentale indispensable en portée B) :
{éfnde expérimentale possible s pertinente en portée A ponr : Hémolvse, turbidité, bilirobine, medicaments. .. - 3 prendre en
compte dans les factenrs de variabilité - 3 évaluer 5 nécessaire)
Applicable [ ; mon applicable (3 justfier) [

Hemolvse Annine misTerence TUSQU A DS Conceniraton de 55 medl. d Ho (nofice Soumesseur PRSI Fmilet 2017
[ver. 11}

Turbadate

Bilirabime, ictere

Medicament:

-’u:gmmumn'e dela conclusion : Accepmble pour atlisation en pratqos cliniques

CONTAMIMNATION {dldetmumnhkmﬁspmbk El'l!rt!lm
{Mml&mihhnmtmuumm A ponr bes paraméires sensibles)
Applicable [ ; mon applicable (3 justifier) []

Inter echanfillon pour les parametres senzibles (par exemple Az HBS, | U7 de contaminanon o un echantlon 2 AU pg/mel. par un
HCG, ..): echantillon 2 1525 pefml
[nmrmh:’mner&me{pﬂem LDH et ALAT, cholesterol et

ane et ides. ...):

Armumentaire de [a conchision : Corvient mrc besain: da Rboratare.

(#tnde experimentale indispencable en portee B)
{th:hﬂpumﬂ.ﬂepmbhnpﬂﬁmhﬂpum A pour les parametres semsibles)
Applicable [ ; oo applicable (3 justifier) O]

Farametres sepcsibles testes (1, pH, posidon SOr OB SHpQHT,

...
| Stabilite des reaciils apres GUveITure, embargques,

Arsmentaire da Ia conchision © non indispensable en portes A

INTERVALLES de REFERENCE etion valenrs semils en fonction des dennées démosraphigues (éfude erpérimentals indispensable
en portee B
Applicabile [<] ; non applicable []

Valewrs de reference | M = 525 pe/ml {daterm mation Sur sHE)

Arnmentaire de [a conchision : Conforme porar [utlizaton clhinsque
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Annexe 5 : SH FORMA43 : Protéine PHOSPHO-TAU dans le LCS

LUMIPULSE®

':':'.'I VERIFICATION (PORTEE A) / VALIDATION (FORTEE B)
m D'UNE METHODE DE BIOLOGIE MEDICALE
POLE DE BIOLOGIE
FATHOLOGIE Vel
CENETIQUE Protéine PHOSPHO-TAU dans le LCS
LUMIPULSE®
Page 7 sur 11
EVALUATION DES PERFORMANCES DE LA METHODE
Praciser le rype et reférence d'échantillon (echantillon centrale, pool de semum. ...) 1 ...
FEFETABILITE
Applicable ] non applicable (3 justifier) ]
VD CV(3%) retenn
Nombrede | Movenne Ecart- -y | foErmissemr par ke - :
Echantillous vilews ) | (zmL) | fpe | O © | comcentration | laborateire(cf | C°mneison’
pg'mL) SoUrCe”)
POOL de LCE [ 7 0l 08 35285 Cooforme
POOL de LCE. [ §L.35 0.3 0.8 19 (570 Cooforme
BOOL de LCE g 1848 13 12 31058 Cooforme
Argmmentaire de [a conchusion : Besultats confrmes (CV inférsemrs an CV acceptables pour 1a rapatabdine)
Applicable [ ; mon applicable (3 jostifier) []
CV %) CV (%3) retenn
Nombre de Ecari- - fonrmissenr par le -
Echantillons valears () Moyenme tvpe CV ) concentrats kst ire (cf. Conchision®
pe/ml) somrce’)
Hivemu L] 10 .7 1 33 50085 15 Confome
Hiwemu 12 10 i3 1% 30 140570 15 Confbmme
Hiveu L3 10 1003 40 40 4.4 (05 8) 15 Confome
4. INSTAMD
Armumentaire de [a conchision : Fesultats acceptables
VARIABILITE INTER-OFERATEURS
Applicable (] ; nen applcable ]
Oipeerateny evalne T Ezza aur sife — readiat: de [a vamabilie
evalnz 1
_-"L-r.g;mtmde [a comchusion : Arafyzaur anomatique, auome mihence da T opemteur
JUSTESSE (i partir des CIQ) externalisiz)
Applicable [ ; mon applicable (3 justifier) [
Nombre | oo | Cible | Bisis () “’“‘:— Biaki (0) | g
Echamtillons | dewvalears Lat [pru-u_:pe p:rupe de g{uﬂ m Limé b Conchesion®
1) de pairs) pairs techmique:) generale
Echantillon
(I nives 1
Echantillon
(I nivesn 2
nihles

Argmmmentare de [a conchision : pas de CIT] extenalizes

# Sodétés savanies, puplications (SFEC, GEHT, RICOS, QUALAB, CLIA .| Préciser la néférence ullisée.
5 Confoemenon conforme:

Document interne, propricie CHRU de LILLE
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7} VERIFICATION (PORTEE A) / VALIDATION (PORTEE B)
an I'UNE METHODE DE BIOLOGIE MEDICALE
FOLE DE BIOLOCGIE
PATHOLOGIE A |
GENETIQUE Protéine PHOSPHO-TAU daus le LCS
LUMIPULSE®
Page 8 sur 11
e LWCNG
Cnuhﬁsmnﬁ:hﬁ E [.uutrnls q'tulli:ﬁ |:|
. Cible Biais (*5) | Biads (35 s= —
Echantill Valenr {zom Cible (tomes | evoupe de : Biais (75 Conclusion®
Labo de pairs) fechmiques) padrs rechnique e
A rensetemer por les comiroles
uAEALES
Armumentaire da [a conchision © en cours
. (etnde experimentale imdispencable en poriee B)
(efude experimentale possible 5i pertinente en partee A)
Apphicable [] ; non applicable (3 jostfier) [
Vs posnls Courbe ROC nipubie G_Ple
Faux ESI‘I:IB = - T —
Vrais nesatifs ::
Tanx pezafls - e
= ju __.-*"'f
(i g
vad Vo
‘“: _.z"'.-" e e b e -
(L] sl Lussnisl P = 73
T T T T T T
=P 15 ]
Se=008
Spe=024
VER=004
VRN =028
Cui-off optinal : < 73 peml
Arpmentaire de [a conchision : Fesmultats acceptables pour la pratique climiqee
INCERTITUDE DE MESURE (miveans. choir du mode de calcul. interpretation) -
Adethodolosie choisie - analyse des risques (absence d' imterference résiduelle) [] ; caloul [
. , Exigence de
Incertitndes calouless performances
Mode de caboul (of SHGTA L) - Fomule urilises Referencs
Juantificafion de I'mcerfifode Tivea T en valam absole = U oo Fxipences en HOelis,
(mivean 1) - Miveau 1 en valam absoloe = TN justesse ef moartnade
ation de |'meertifnde Nrve 2 en valam absobe = U oo Exigences en figels,
nivean I) - Miveau 2 en valam absoloe = TN justesse ef incertinade
Cmantification de I'mecertifude Hiveau w2 en valeur absobae = U ou Exipences en fidelse,
(mivesn Toe) : Niveau 100 en valeur absohae = 17 justassa at i

Arsmentaire ds la conrhision (Iepact sur b zome decisiormells 7) - Pas de CI() externalisés disponibles

B Document mierne, propriete CHR.U. de LILLE
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VERIFICATION (FORTEE A) / VALIDATION (PORTEE E)
¥ UNE METHODE DE BIOLOGIE MEDICALE

FOLE DE BIOLOGIE
FATHOLOGIE
GENETIQUE

Protéine PHOSPHO-TAT dans le LCS
LUMIPTULSE®

Page 9 sur 11

LMTIDIDE]EC‘HDN{MMEM&hkummH}

Limite de detection -

[ 0.2 pmil (motice fourmissear FEL097 715 Nov 2018 [ver 1))

Armmmentare de [3 conciisioen © comaent yo besoins @i bomtoire

COMPARATSON DE METHODE
Applicable [5] ; m:ﬁﬁ.ﬁl&(l]'m} |
Du:ﬁm:pm (fonrmissenrs, Rié < mithod
Alethode precedente, autre methode
uiilisee dams le laboratoire, appareil en INMOTEST®* FHOSPHO-TAU a1
| miroir ou back-up. EBMD :
Nombre de mesmres - 30
Intervalle de compararson adaptee a Mm=]=2dpeml
I'étendue des mesures du laboratoire - Max =400 pziml
Mlethode 4 itation des resuliats - Dipoite des maindres cames (stafistmes reslisess par 1e service de statsstque do CHIU de Lilks)
Equation de Ia droite de resression : —r
| -

Y (P-TAU Limmapulse™) =-217 + 1.54 x (P-TAL Inmaot=st)

R=a7
Diazramme des differences effon des 0 deviamt
| rapperts :

Armmmentaire de [a conclusion : Comdent mox besoins da laboratodre

Document imcerne, proprieeé CHR.U. de LILLE
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VERIFICATION (PORTEE A)/ VALIDATION (FORTEE B)
DI'UNE METHODE DE BIOLOGIE MEDICALE

FOLE DE BIOLOCGIE
PATHOLOGIE
CENETIQUE

Proteine PHOSPHO-TAU dans le LCS
LUMIFPULSE®

Page 10 sur 11

COMPARATSON DE METHODES - (Selon tubes 4" aliquotage - microtubes sarstedts en palvpropyléns de 1.5 ml. référence

TLT03.406, 3 partir du ILev1m
Applicable [ ; non applicable (3 justifier) [

Drmnees bibliographiqoes (fournissenrs, . .
publicatioes, . ) - Fusferences mathodas
Natde preceeente, “.’“’;“1“'.*“ INNOTEST® PHOSPHO-TAU, g1, Inmumoanalyse ELISA. tubes d aliguotage
miroir ou back-up, EBMD - microtsbes eppendorfa polvpropviene de 1.5 mi (oo : ¥ < 60 perml),
Nombre de mesmres 30
Intervalle de comparaison adapiee 3 Min=2173pgml
I' etendoe des mesures du laboratoire - Max=243.1 pg'ml
Methode d'exploitation des resaltats - &@&mﬂﬁama(ﬂﬁﬂmr&b&ipﬂhmﬁ:&ﬁmﬁsﬁq&mmﬁu

!
Equation de la droite de regression : R ——]

& .
® (L] R =] (=3
T Sarstedr) = -0052 + x (Eppendort™), B* =992

Dingramme des differences et/on des [ deviant

-’u:g.u:mmm de la comehasion ; Coovient yux bespins do laborasoire

ETENDLUE DE MESURE (étude expérimentale indispensable en portée E)

{etmde eTpérimentale possible

{roponine, micTo

albumine, plaquettes,
Applicable [ ; non applicable (3 justifier) []

s pertinente en portée A pour -
P5A TSH. ..}

Limate de detection :

0282 pg'ml nut:eﬁ:r.mnem'
FEIO0774 Mav. 2018 (ver. 1))

Timite de quantiicabon -

L0535 prml (poioe hoamissamw
FRI20776 Nov 2018 (ver 1))

Limate superieure de hnearite :

3147 pz'mil. (nodre foumezseur
FRIO7 _'5\'-011|:|]EI:1'F.E i

Armmentaire de [a conchusion | coovient aws besains du labomatoire

2 Decument mierne, propricte CHRU. de LILLE
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m{mmmmummm
(éfmde experimentsle possible 5i pertinente en portée A pour : Hémolvse, turbidite, bilirobine, médicaments, .. - 4 prendre en
commpbe dans les factenrs hnrn];ili:e -m i nécessaire)
Applicable [] ; mon applicable (3 justifier) []

Hemolyse Anmne mnferference usqua une conceniration de 125 me/dl d 'Hb (potce foummissenr FFT TS Movembre
018 fwer.1})

Turbadate Anmune interferense fusqu’a une conceniration de 20 me'dL de mighycendes (potoe fommissear FRIZ9TTS
Dlovernbre 2018 (ver 1)

Bilirubine, ictére Anoume interfarence fusqu’a uns concentration de 0.5 me/dL. de bilinshines (nodce fourmisseur FRI2OTT6
Diovernbre 2018 (wer 17)

Medicaments

-\:gm:mdz la comchusion : Accep@able pour ailisation en pratique clnique

CONTAMINATION (étude expérimentale mdispensable en portée E)
{Mmlahpﬁﬁhhnpﬂ'ﬁmuupume A pour les parametres sensibles)
Applicable [4] ; mon applicable (3 justfier) []

Infer echantillon pour Jes paramédres sensibles (par exemple Az HES, | [ 5% de contaminenon 4 un acbeniillon 3 17 pg @l par i
HCG, .. ) : achantillon a 167 peml
hmrmﬂmwﬁsme{garem LDH et ALAT, cholesteral et

phosphate. lipase et trislycenides, ..

Argmmentare de [a conchision : Liu:ma:[ i besoins o [nboratore.

experimentale i
{h&mﬂmﬂlﬂembhnmmumm A pour les parameétres sensibles)
Appilicable B9 ; mon applicabile (3 justifier) (]

Parametres sensibles testes (t°, pH, posifion sur un suppart,
.|

Stabilite des reactifs apres cuverture, embarques, ...

Arzmmentaire de a conchusion | pon mdispensable en pores A

INTERVALLES de EEFERENCE eton valenrs semls EMMMMWEMWMHE
AHIJ.uth mnap;iubhl:l

Valenrs de reference [ W= 7510 peml {defemematon sur =)

Argmmentaire de la conchision | Conforme pour IMuinlizaton clinsgque
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Nom : VAUDRAN
Prénom : Lucie

Titre du mémoire / these : Dosage des biomarqueurs Tau et AR dans le liquide
cérébrospinal sur I"automate Lumipulse® G600Il : comparaison de méthodes,
validation analytique et détermination de valeurs seuils en faveur du diagnostic
de maladie d’Alzheimer.

Mots-clés : Biomarqueurs, Liquide cérébrospinal, Alzheimer

Résumé : Introduction et objectifs: L'augmentation de la prescription des
biomarqueurs de la maladie d’Alzheimer (MA) du liquide cérébro-spinal (LCS)
nécessite l'automatisation de leur dosage. Ainsi, l'objectif de cette étude est
I'évaluation du dosage d’APBi42, t-Tau, P-Tau et ABi4o0 sur 'automate Lumipulse®
G600lIl.

Matériels et méthode : 155 échantillons de LCS dont 95 avec un diagnostic de MA
ou d'une autre démence sont issus de la banque de LCS du CHU de Lille. La
validation de méthode repose sur des analyses de régression linéaire entre
I'ancienne technique manuelle INNOTEST® et le nouvel automate Lumipulse®, des
tests de répétabilité, de fidélité intermédiaire et de stabilité. La détermination de

nouveaux seuils en faveur d’'une MA est réalisée par des analyses de courbes ROC.

Résultats : Une trés bonne corrélation a été mise en évidence entre 'INNOTEST® et
le Lumipulse® (R? > 0.85) ainsi que de trés bonnes performances analytiques pour le
Lumipulse (CV de fidélité intermédiaire < 5 % pour les quatre biomarqueurs). Les
valeurs seuils en faveur d’'une MA obtenues avec le Lumipulse® sont les suivantes :
AB1-42< 615 pg/mL, t-Tau > 525 pg/mL, P-Tau > 73 pg/mL, AB1-42/AB1-40 < 5,6 %.

Conclusion : L’automate Lumipulse G600II® montre de bonnes performances
analytiqgues et une bonne corrélation avec la méthode manuelle INNOTEST®. Les
valeurs seuils déterminées sur la cohorte rétrospective doivent étre validées sur une

2¢me cohorte prospective en cours actuellement.
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