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Document S1: Measurement equation and uncertainty estimation for the determination of t-tau concentration in CSF samples.
A 5-point linear calibration model was constructed by plotting the ratio between the amounts of substance of r-tau and r-tau* of the calibration blends (Qcalibrator, obtained from weighing) to the ratio between the peak areas of the peptide 156-163 (GAAPPGQK) and its labelled counterpart (GAAPPGQK*) (Rcalibrator). For t-tau quantification in the samples (QCs and CSF pools), peak area ratio Rsample was calculated and amount of substance ratio Qsample was derived from the linear regression model. The concentration of t-tau in the samples Ct-tau was then determined by taking into account the amount of r-tau* solution added to the sample mspike and the mass of sample ms.
The standard measurement uncertainty associated with the concentration of t-tau in the samples (usample) was determined using the GUM approach [21] by taking into account uncertainties associated with the mass of sample u(ms), the amount of r-tau* solution added to the sample u(mspike) and the uncertainty associated with calibration u(Q), which combines u(Qlin) and u(Qcal) according to the following equation:


where,
u(Qlin): standard uncertainty associated with the amount of substance ratio calculated through the calibration regression model (linearity of the calibration curve).
u(Qcal): standard uncertainty associated with the gravimetric preparation and value assignment of the calibration blends, which includes i) weighing of r-tau and r-tau* and ii) determination of the r-tau concentration by AAA.

Standard uncertainty of t-tau mass fraction u(Ct-tau) includes a precision component (urep), which corresponds to the standard deviation of the mass fraction values divided by the square root of the number of independent replicates.




[bookmark: _Toc105084554]Table S1: Transitions monitored for all eleven peptides in the t-tau method. For each peptides, three transitions are monitored and their sum is used for the quantification of t-tau.

	Peptide
	Precursor
(m/z)
	Fragment 1
(m/z)
	Fragment 2
(m/z)
	Fragment 3
(m/z)

	TPPAPK
	305.6816++
	171.1128+ [a2]
	255.1577++ [y5]
	199.1077+ [b2]

	VQIINK
	357.7291++
	487.3239+ [y4]
	228.1343+ [b2]
	615.3824+ [y5]

	GAAPPGQK
	363.2007++
	526.2984+ [y5]
	299.1714++ [y6]
	263.6528++ [y5]

	IGSTENLK
	431.2374++
	748.3836+ [y7]
	691.3621+ [y6]
	171.1128+ [b2]

	TPPSSGEPPK
	498.7535++
	798.3992+ [y8]
	448.2296++ [y9]
	399.7032++ [y8]

	LDLSNVQSK
	502.2746++
	775.4308+ [y7]
	229.1183+ [b2]
	662.3468+ [y6]

	TPSLPTPPTR
	533.7982++
	668.3726+ [y6]
	199.1077+ [b2]
	286.1397+ [b3]

	SPVVSGDTSPR
	551.2804++
	719.3319+ [y7]
	818.4003+ [y8]
	284.1605+ [b3]

	STPTAEDVTAPLVDEGAPGK
	977.9838++
	301.1870+ [y3]
	982.5204+ [y10]
	883.9440++ [y18]

	LQTAPVPM(ox)PDLK
	663.3603++
	912.4859+ [y8]
	1084.5707+ [y10]
	716.3647+ [y6]

	LQTAPVPMPDLK
	655.3629++
	896.4910+ [y8]
	1068.5758+ [y10]
	700.3698+ [y6]





[bookmark: _Toc105084555]Table S2: Bias and precision calculated on the results obtained from the six calibration curves for each of the five calibration blends. The t-tau nominal concentration is the mean value for the six replicates of the calibration blend. The bias is the mean deviation to theoretical value, calculated on each of the six replicates of the calibration blend. The precision is calculated as the coefficient of variation of the t-tau concentration obtained on the six different calibration curves.

	Calibration blend
	Ratio
	t-tau nominal concentration (ng/g)
	Bias
	Precision (%CV)

	1
	2.0
	7.46
	1.0%
	1,1%

	2
	1.5
	4.42
	2.7%
	3,7%

	3
	1.0
	3.04
	1.7%
	1,7%

	4
	0.75
	2.21
	1.6%
	1,9%

	5
	0.5
	1.46
	3.6%
	4,4%





[bookmark: _Toc105084556]Table S3: t-tau concentration of the three CSF pools obtained by the ID-LC-MS/MS procedure and by IA, calculation of the intra-day and inter-day precision (CV%) and estimation of the uncertainty for the ID-LC-MS/MS method.
	
	CSF Low

	
	Rep. 1
(ng/g)
	Rep. 2
(ng/g)
	Rep. 3
(ng/g)
	Mean value
(ng/g)
	SD (ng/g)
	CV

	Day 1
	2,02
	2,03
	2,14
	2,06
	0,06
	3,04%

	Day 2
	2,13
	2,39
	2,24
	2,25
	0,13
	5,67%

	Day 3
	2,12
	2,27
	1,95
	2,11
	0,16
	7,58%
	s/√n
(n=9)
	U (k=2)
(ng/g)
	U (k=2)
%

	
	
	All replicates (ng/g)
	2,14
	0,14
	6,40%
	0,05
	0,18
	8,49%

	
	
	IA conc. (ng/g)
	0,23



	
	CSF Medium

	
	Rep. 1
(ng/g)
	Rep. 2
(ng/g)
	Rep. 3
(ng/g)
	Mean value
(ng/g)
	SD (ng/g)
	CV

	Day 1
	4,21
	4,03
	4,12
	4,12
	0,09
	2,18%

	Day 2
	3,83
	3,99
	4,05
	3,96
	0,11
	2,82%

	Day 3
	3,87
	3,85
	4,11
	3,94
	0,15
	3,74%
	s/√n
(n=9)
	U (k=2)
(ng/g)
	U (k=2)
%

	
	
	All replicates
	4,01
	0,13
	3,32%
	0,04
	0,32
	7,88%

	
	
	IA conc. (ng/g)
	0,60



	
	CSF High

	
	Rep. 1
(ng/g)
	Rep. 2
(ng/g)
	Rep. 3
(ng/g)
	Mean value
(ng/g)
	SD (ng/g)
	CV

	Day 1
	5,52
	5,57
	4,73
	5,27
	0,47
	8,85%

	Day 2
	5,21
	5,44
	5,16
	5,27
	0,15
	2,86%

	Day 3
	5,23
	5,12
	4,99
	5,12
	0,12
	2,32%
	s/√n
(n=9)
	U (k=2)
(ng/g)
	U (k=2)
%

	
	
	All replicates
	5,22
	0,26
	5,05%
	0,09
	0,42
	8,09%

	
	
	IA conc. (ng/g)
	0,92






[bookmark: _Toc105084607][bookmark: _Toc105084609]Figure S1: Results of the time-course experiment on the ratio of the area of the 156-163 peptide (GAAPPGQK) to the labelled peptide (GAAPPGQK*). Results on the ratio show that a 2-hour trypsin digestion is enough, but analysis of peak areas suggests that more time is needed to reach complete release of the peptide of interest. A digestion time of 18 hours was selected to increase methods sensitivity. As seen on the ratio, the presence of the internal standard ensures to minimise the effect of digestion incompleteness and sample preparation steps, since both r-tau and r-tau* behave similarly during sample preparation and digestion.




Figure S2: Full chromatogram showing the intensities of the eleven peptides included in the method.[image: ]


Figure S3: Calibration curves for all eleven peptides included in the t-tau method. Results of six independent sets of calibration blends are gathered to create these curves.

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	





[bookmark: _Toc105084608]Figure S4: Comparison between the chromatographic peaks obtained for each of the eleven peptides monitored on the t-tau method in the calibration blend with a ratio r-tau/r-tau* around one (recombinant tau) and in a CSF sample (endogenous tau).
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TPPAPK


1.7136333333333333	1.6666666666666667	1.6958666666666666	1.7290999999999999	1.7587000000000002	1.7048666666666665	1.0200666666666667	1.0155000000000001	1.0021666666666667	1.0527	1.0489333333333333	0.91633333333333333	0.6701666666666668	0.62660000000000005	0.60526666666666662	0.65499999999999992	0.62676666666666669	0.60906666666666665	0.46213333333333334	0.4660333333333333	0.47449999999999998	0.47606666666666664	0.48696666666666671	0.44140000000000001	0.30036666666666667	0.29919999999999997	0.28416666666666668	0.29006666666666669	0.30599999999999999	0.33203333333333335	2.2302931527435801	2.0606333878707384	2.0698921663470062	2.1859751567998478	2.0831044838881478	2.1408112438103561	1.3113982475763732	1.2346249744251483	1.2419847691218973	1.4445376703639878	1.2919582889434471	1.2151766563485498	0.86777661608339718	0.81746881516130165	0.81890784908297665	0.86978548967997382	0.83236434887070576	0.8222089636197909	0.61031892212759853	0.61565007426250917	0.60963774910825652	0.65409541603039667	0.62508522993611482	0.62796851899754513	0.4306391728113691	0.42221669201658463	0.40115792585064003	0.42159328876460478	0.42057776816850051	0.46695109155823766	Area(GAAPPGQK)/Area(GAAPPGQK*)


n(r-tau)/n(r-tau*)



VQIINK


1.882266666666667	1.9214666666666667	1.94485	1.9788333333333332	1.9283666666666666	1.8900666666666666	1.1156000000000001	1.133	1.0977333333333332	1.2122333333333333	1.1188333333333333	1.0797333333333334	0.72639999999999993	0.71673333333333333	0.74880000000000002	0.73399999999999999	0.72643333333333338	0.70479999999999998	0.48716666666666669	0.56346666666666678	0.55090000000000006	0.53173333333333328	0.54436666666666678	0.53816666666666668	0.32466666666666666	0.34833333333333333	0.33050000000000002	0.34813333333333335	0.35906666666666665	0.37863333333333332	2.2302931527435801	2.0606333878707384	2.0698921663470062	2.1859751567998478	2.0831044838881478	2.1408112438103561	1.3113982475763732	1.2346249744251483	1.2419847691218973	1.4445376703639878	1.2919582889434471	1.2151766563485498	0.86777661608339718	0.81746881516130165	0.81890784908297665	0.86978548967997382	0.83236434887070576	0.8222089636197909	0.61031892212759853	0.61565007426250917	0.60963774910825652	0.65409541603039667	0.62508522993611482	0.62796851899754513	0.4306391728113691	0.42221669201658463	0.40115792585064003	0.42159328876460478	0.42057776816850051	0.46695109155823766	Area(GAAPPGQK)/Area(GAAPPGQK*)


n(r-tau)/n(r-tau*)



GAAPPGQK


1.7435666666666665	1.7298666666666669	1.7400666666666667	1.8456333333333335	1.6748666666666665	1.7242	1.0546	1.0078	0.97373333333333323	1.0906666666666667	1.0682999999999998	0.92326666666666668	0.6719666666666666	0.63889999999999991	0.65706666666666669	0.68586666666666662	0.69700000000000006	0.59926666666666661	0.45610000000000001	0.47826666666666667	0.48459999999999998	0.46993333333333331	0.49666666666666665	0.45436666666666664	0.31013333333333337	0.29506666666666664	0.2979	0.29606666666666664	0.31719999999999998	0.32873333333333332	2.2302931527435801	2.0606333878707384	2.0698921663470062	2.1859751567998478	2.0831044838881478	2.1408112438103561	1.3113982475763732	1.2346249744251483	1.2419847691218973	1.4445376703639878	1.2919582889434471	1.2151766563485498	0.86777661608339718	0.81746881516130165	0.81890784908297665	0.86978548967997382	0.83236434887070576	0.8222089636197909	0.61031892212759853	0.61565007426250917	0.60963774910825652	0.65409541603039667	0.62508522993611482	0.62796851899754513	0.4306391728113691	0.42221669201658463	0.40115792585064003	0.42159328876460478	0.42057776816850051	0.46695109155823766	Area(GAAPPGQK)/Area(GAAPPGQK*)


n(r-tau)/n(r-tau*)



IGSTENLK


1.8624666666666669	1.7885666666666669	1.8988499999999999	2.0135999999999998	1.9405333333333334	1.8754333333333335	1.1248333333333334	1.1008	1.0775666666666666	1.2086333333333334	1.1299000000000001	1.0749	0.66506666666666669	0.67996666666666672	0.70020000000000004	0.72776666666666667	0.71206666666666651	0.69773333333333332	0.49140000000000006	0.52613333333333323	0.53136666666666665	0.52039999999999997	0.5339666666666667	0.51870000000000005	0.32596666666666668	0.31603333333333333	0.30826666666666669	0.32349999999999995	0.3469666666666667	0.35286666666666666	2.2302931527435801	2.0606333878707384	2.0698921663470062	2.1859751567998478	2.0831044838881478	2.1408112438103561	1.3113982475763732	1.2346249744251483	1.2419847691218973	1.4445376703639878	1.2919582889434471	1.2151766563485498	0.86777661608339718	0.81746881516130165	0.81890784908297665	0.86978548967997382	0.83236434887070576	0.8222089636197909	0.61031892212759853	0.61565007426250917	0.60963774910825652	0.65409541603039667	0.62508522993611482	0.62796851899754513	0.4306391728113691	0.42221669201658463	0.40115792585064003	0.42159328876460478	0.42057776816850051	0.46695109155823766	Area(GAAPPGQK)/Area(GAAPPGQK*)


n(r-tau)/n(r-tau*)



TPPSSGEPPK


1.9011333333333333	1.9579666666666669	1.7721666666666664	1.8956333333333333	2.0293333333333332	1.9376	1.1337999999999999	0.95716666666666672	0.99679999999999991	1.0953999999999999	1.1032333333333333	0.92540000000000011	0.51756666666666662	0.48123333333333335	0.56400000000000006	0.58389999999999997	0.57633333333333336	0.56656666666666666	0.36913333333333331	0.24326666666666666	0.37169999999999997	0.375	0.41263333333333324	0.3801666666666666	0.21586666666666665	0.1234	0.20350000000000001	0.18573333333333333	0.18286666666666665	0.18900000000000003	2.2302931527435801	2.0606333878707384	2.0698921663470062	2.1859751567998478	2.0831044838881478	2.1408112438103561	1.3113982475763732	1.2346249744251483	1.2419847691218973	1.4445376703639878	1.2919582889434471	1.2151766563485498	0.86777661608339718	0.81746881516130165	0.81890784908297665	0.86978548967997382	0.83236434887070576	0.8222089636197909	0.61031892212759853	0.61565007426250917	0.60963774910825652	0.65409541603039667	0.62508522993611482	0.62796851899754513	0.4306391728113691	0.42221669201658463	0.40115792585064003	0.42159328876460478	0.42057776816850051	0.46695109155823766	Area(GAAPPGQK)/Area(GAAPPGQK*)


n(r-tau)/n(r-tau*)



LDLSNVQSK


1.8571666666666664	1.9477	1.9112666666666669	1.9295666666666669	1.9386333333333334	1.8961333333333332	1.0717333333333334	1.1167666666666667	1.0950333333333333	1.1752333333333331	1.1486666666666665	1.0184666666666666	0.69036666666666668	0.74176666666666657	0.67676666666666663	0.68266666666666664	0.67930000000000001	0.75183333333333335	0.48750000000000004	0.52186666666666659	0.4613666666666667	0.51029999999999998	0.51670000000000005	0.50690000000000002	0.29866666666666669	0.25889999999999996	0.30183333333333334	0.28966666666666668	0.31726666666666664	0.36656666666666665	2.2302931527435801	2.0606333878707384	2.0698921663470062	2.1859751567998478	2.0831044838881478	2.1408112438103561	1.3113982475763732	1.2346249744251483	1.2419847691218973	1.4445376703639878	1.2919582889434471	1.2151766563485498	0.86777661608339718	0.81746881516130165	0.81890784908297665	0.86978548967997382	0.83236434887070576	0.8222089636197909	0.61031892212759853	0.61565007426250917	0.60963774910825652	0.65409541603039667	0.62508522993611482	0.62796851899754513	0.4306391728113691	0.42221669201658463	0.40115792585064003	0.42159328876460478	0.42057776816850051	0.46695109155823766	Area(GAAPPGQK)/Area(GAAPPGQK*)


n(r-tau)/n(r-tau*)



TPSLPTPPTR


2.0137999999999998	1.9474	1.8772333333333335	1.9377333333333333	1.9040333333333335	1.9544666666666668	1.1444666666666665	1.1063999999999998	1.1024666666666667	1.2065999999999999	1.1768666666666665	1.0593000000000001	0.69830000000000003	0.67776666666666652	0.70939999999999992	0.73973333333333324	0.72203333333333342	0.72166666666666668	0.53143333333333331	0.50836666666666674	0.5145333333333334	0.54886666666666661	0.54009999999999991	0.53516666666666668	0.33003333333333335	0.29966666666666669	0.33210000000000001	0.33739999999999998	0.34936666666666666	0.36933333333333335	2.2302931527435801	2.0606333878707384	2.0698921663470062	2.1859751567998478	2.0831044838881478	2.1408112438103561	1.3113982475763732	1.2346249744251483	1.2419847691218973	1.4445376703639878	1.2919582889434471	1.2151766563485498	0.86777661608339718	0.81746881516130165	0.81890784908297665	0.86978548967997382	0.83236434887070576	0.8222089636197909	0.61031892212759853	0.61565007426250917	0.60963774910825652	0.65409541603039667	0.62508522993611482	0.62796851899754513	0.4306391728113691	0.42221669201658463	0.40115792585064003	0.42159328876460478	0.42057776816850051	0.46695109155823766	Area(GAAPPGQK)/Area(GAAPPGQK*)


n(r-tau)/n(r-tau*)



SPVVSGDTSPR


1.9229000000000001	2.0932999999999997	2.0326	2.0203000000000002	1.9657666666666664	1.9936999999999998	1.1437333333333333	1.1651333333333334	1.1663666666666668	1.2577	1.1506000000000001	1.0741000000000001	0.73066666666666669	0.76223333333333343	0.75553333333333328	0.77776666666666661	0.75800000000000001	0.7272333333333334	0.5325333333333333	0.57626666666666659	0.56053333333333333	0.54216666666666669	0.56713333333333338	0.53026666666666666	0.34860000000000002	0.35506666666666664	0.34343333333333331	0.33683333333333332	0.35849999999999999	0.38206666666666672	2.2302931527435801	2.0606333878707384	2.0698921663470062	2.1859751567998478	2.0831044838881478	2.1408112438103561	1.3113982475763732	1.2346249744251483	1.2419847691218973	1.4445376703639878	1.2919582889434471	1.2151766563485498	0.86777661608339718	0.81746881516130165	0.81890784908297665	0.86978548967997382	0.83236434887070576	0.8222089636197909	0.61031892212759853	0.61565007426250917	0.60963774910825652	0.65409541603039667	0.62508522993611482	0.62796851899754513	0.4306391728113691	0.42221669201658463	0.40115792585064003	0.42159328876460478	0.42057776816850051	0.46695109155823766	Area(GAAPPGQK)/Area(GAAPPGQK*)


n(r-tau)/n(r-tau*)



STPTAEDVTAPLVDEGAPGK


2.1811000000000003	2.3153999999999999	1.9858666666666667	2.2537000000000003	2.3504666666666671	2.2789666666666668	1.1369	1.1457333333333333	1.0837666666666665	1.3231333333333335	1.3522333333333332	0.95679999999999987	0.6543000000000001	0.38866666666666666	0.5272	0.59	0.57716666666666672	0.5053333333333333	0.29936666666666667	0.25193333333333334	0.30309999999999998	0.32733333333333331	0.30096666666666666	0.32879999999999998	0.13376666666666667	9.2799999999999994E-2	0.11576666666666667	9.0799999999999992E-2	8.646666666666665E-2	9.6600000000000005E-2	2.2302931527435801	2.0606333878707384	2.0698921663470062	2.1859751567998478	2.0831044838881478	2.1408112438103561	1.3113982475763732	1.2346249744251483	1.2419847691218973	1.4445376703639878	1.2919582889434471	1.2151766563485498	0.86777661608339718	0.81746881516130165	0.81890784908297665	0.86978548967997382	0.83236434887070576	0.8222089636197909	0.61031892212759853	0.61565007426250917	0.60963774910825652	0.65409541603039667	0.62508522993611482	0.62796851899754513	0.4306391728113691	0.42221669201658463	0.40115792585064003	0.42159328876460478	0.42057776816850051	0.46695109155823766	Area(GAAPPGQK)/Area(GAAPPGQK*)


n(r-tau)/n(r-tau*)



LQTAPVPM(ox)PDLK


1.9937000000000002	1.9319666666666666	1.9687999999999999	2.1080666666666668	2.1285333333333334	2.0957666666666666	1.1657999999999999	1.1386000000000001	1.1753	1.2548000000000001	1.2249000000000001	1.1382000000000001	0.72050000000000003	0.70800000000000007	0.71603333333333341	0.76350000000000007	0.75413333333333332	0.7636666666666666	0.52479999999999993	0.51896666666666669	0.52660000000000007	0.56186666666666663	0.51906666666666668	0.53763333333333341	0.33173333333333338	0.2886333333333333	0.31986666666666669	0.32603333333333334	0.33706666666666668	0.34646666666666665	2.2302931527435801	2.0606333878707384	2.0698921663470062	2.1859751567998478	2.0831044838881478	2.1408112438103561	1.3113982475763732	1.2346249744251483	1.2419847691218973	1.4445376703639878	1.2919582889434471	1.2151766563485498	0.86777661608339718	0.81746881516130165	0.81890784908297665	0.86978548967997382	0.83236434887070576	0.8222089636197909	0.61031892212759853	0.61565007426250917	0.60963774910825652	0.65409541603039667	0.62508522993611482	0.62796851899754513	0.4306391728113691	0.42221669201658463	0.40115792585064003	0.42159328876460478	0.42057776816850051	0.46695109155823766	Area(GAA)/Area(GAA*)


n(Tau)/n(Tau*)



LQTAPVPMPDLK


1.8301666666666667	1.8132666666666666	1.8606333333333334	1.9044000000000001	1.8424333333333334	1.8135000000000001	1.0457000000000001	1.0656666666666668	1.0827666666666667	1.1706000000000001	1.0695666666666668	1.0172333333333334	0.67466666666666664	0.67076666666666673	0.69213333333333338	0.69876666666666665	0.67726666666666668	0.67953333333333343	0.49869999999999998	0.49430000000000002	0.50596666666666668	0.4988333333333333	0.50800000000000001	0.50690000000000002	0.32539999999999997	0.30080000000000001	0.31743333333333329	0.31946666666666673	0.33390000000000003	0.35033333333333333	2.2302931527435801	2.0606333878707384	2.0698921663470062	2.1859751567998478	2.0831044838881478	2.1408112438103561	1.3113982475763732	1.2346249744251483	1.2419847691218973	1.4445376703639878	1.2919582889434471	1.2151766563485498	0.86777661608339718	0.81746881516130165	0.81890784908297665	0.86978548967997382	0.83236434887070576	0.8222089636197909	0.61031892212759853	0.61565007426250917	0.60963774910825652	0.65409541603039667	0.62508522993611482	0.62796851899754513	0.4306391728113691	0.42221669201658463	0.40115792585064003	0.42159328876460478	0.42057776816850051	0.46695109155823766	Area(GAA)/Area(GAA*)


n(Tau)/n(Tau*)



R(GAA)	1.4340769388936803E-2	1.0903898385439951E-2	8.10253046893376E-3	8.8189946516973542E-3	6.8638181794100613E-3	1.4873197369765516E-2	1.4340769388936803E-2	1.0903898385439951E-2	8.10253046893376E-3	8.8189946516973542E-3	6.8638181794100613E-3	1.4873197369765516E-2	2	4	8	16	20	24	0.35351666666666665	0.35244999999999999	0.35555000000000003	0.35036666666666666	0.34770000000000006	0.34759999999999996	Time (h)

Ratio GAAPPGQK/GAAPPGQK*
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