
Université de REIMS CHAMPAGNE-ARDENNE 

Ecole Doctorale : Sciences Technologie Santé 

THÈSE 

Pour obtenir le grade de 

DOCTEUR DE L’UNIVERSITE DE REIMS CHAMPAGNE-ARDENNE

Discipline : Médecine 

Spécialité : Médecine Interne, Gériatrie et Biologie du Vieillissement 

présentée et soutenue publiquement  

par 

le Docteur Abd-El-Rachid MAHMOUDI  

le 02 Juin 2015 

Titre
ETUDE GENOTYPIQUE ET PHENOTYPIQUE DES POLYMORPHISMES DU

RECEPTEUR DU COMPLEMENT DE TYPE 1 (CR1, CD35) DANS LA MALADIE
D’ALZHEIMER

Reims 

Tours 

Reims 

Toulouse 

Jury : 

Pr. Jacques COHEN  

Pr. Caroline HOMMET  

Pr. Damien JOLLY  

Pr. Fatémeh NOURHASHEMI  

Pr. Jean Luc NOVELLA Reims 

Examinateur 

Rapporteur 

 

Rapporteur 

Invité 

N° attribué par la bibliothèque 
|  |  | R | E | I |   |   |   |   |   | 

© 



2 
 

Remerciements 

A nos directeurs de thèse 

A Monsieur le Professeur Jean-Luc NOVELLA 
Professeur de Gériatrie, 
Praticien Hospitalier – Responsable de Structure Interne Service de Gériatrie Aigue et 
Médecin Interne – Chef du pôle Autonomie-Santé – CHU de Reims 

Je te remercie pour tes précieux conseils, tu m’as guidé. Je t’ai fait confiance et ne le 
regrette pas. De notre collaboration est née une « amitié ». Ces années passées à tes 
côtés ont été riches d’apprentissage. C’est avec un profond respect que je témoigne de 
ton écoute attentive, ton dynamisme et ton dévouement. 
Pour tout ce que tu m’as appris et apporté, tous mes remerciements sont bien peu de 
choses. Je te prie de trouver cher Jean Luc, le témoignage de ma très grande gratitude. 

 
A Monsieur le Professeur Jacques COHEN 
Professeur d’Immunologie, 
Praticien Hospitalier – Responsable de Structure Interne Laboratoire d’Immunologie – CHU 
de Reims 

Je vous remercie de m’avoir fait confiance en acceptant d’encadrer cette thèse et de 
m’accueillir au sein du laboratoire de Physiopathologie Cellulaire et Dysimmunitaire 
Humaine que vous dirigez. Veuillez trouver ici le témoignage de ma reconnaissance et 
gratitude. Merci pour vos précieux conseils, votre disponibilité et votre suivi très actif 
pour la réalisation de ce travail. Vous avez su me transmettre votre passion pour cette 
thématique. 

A nos juges, 

A Monsieur le Professeur Athanase BENETOS 
Professeur de Gériatrie,  
Praticien Hospitalier – Responsable de Structure Interne Service de Gériatrie – CHU de 
Nancy 

C’est avec un profond respect et une grande joie que je vous compte parmi mes juges. 
Je reste très admiratif devant vos compétences et nombreux travaux scientifiques. 
Votre opinion est pour moi d’une très grande valeur. 

 

A Madame la Professeure Caroline HOMMET 
Professeure de Gériatrie,  
Praticien Hospitalier – Service de Médecine Interne Gériatrique – CHU de Tours 

Vous nous faites l’honneur de juger ce travail. Merci pour l’intérêt que vous avez 
manifesté pour ce travail en acceptant d’être rapporteur. Veuillez accepter l’expression 
de notre profonde gratitude et profond respect.  



3 
 

A Monsieur le Professeur Damien JOLLY 
Professeur d’épidémiologie, d’économie de la santé et prévention,  
Praticien Hospitalier – Responsable de l’Unité de coordination de la recherche clinique – 
CHU de Reims 

En 2007, vous m’avez ouvert les portes de l’EA 3797. Vous avez guidé mes premiers 
pas dans la recherche et veillé à ce que ce travail se déroule dans des bonnes 
conditions. Aujourd’hui, c’est avec un profond respect que je témoigne de votre écoute 
attentive et de votre bienveillance. Je tiens à vous exprimer ma gratitude et profond 
respect. 

A Madame la Professeure Fatémeh NOURHASHEMI 
Professeure de Gériatrie,  
Praticien Hospitalier – Service de Médecine Interne et Gérontologie Clinique – CHU de 
Toulouse 

Merci de nous avoir fait l’honneur de juger ce travail. Vos enseignements au Master 2 
(Biologie du vieillissement) m’ont permis d’apprécier vos qualités scientifiques. 
Veuillez trouver ici le témoignage de tout mon respect et de ma reconnaissance. 

 

Je tenais également à remercier : 

Tous les patients et volontaires ayant participé à cette étude. 

Le Professeur François Blanchard qui m’a accueilli en 2006. Je reste très admiratif devant 

votre attitude humaine et éthique envers les patients. 

La Professeure Bach-Nga PHAM, pour votre aide et votre bienveillance. Votre rigueur 

scientifique et vos qualités humaines m’ont particulièrement marqué. Veuillez trouver ici le 

témoignage de ma profonde admiration et gratitude.  

Le Docteur Béatrice DONVITO-GAY qui m’a accompagné dans la conception du projet, le 

Docteur Moustapha DRAME de l’Unité d’Aide Méthodologique pour son aide dans la 

réalisation des statistiques, sa patience et ses conseils. 

Mes collègues du service de Gériatrie aigue et Médecine Interne du CHU de Reims, en 

particulier le Docteur Laurie Anne BERTHOLON, le Docteur Sébastien COLAS, le Docteur 

Isabella MORRONE, les infirmières et Mme Nathalie KONZOLIC. Je remercie également le 

personnel du laboratoire d’immunologie et de la PRBI en particulier Madame Valérie 

DURET, Madame Brigitte REVEIL et Monsieur Aymric KISSERLI. Enfin, je remercie toutes 

les personnes qui m’ont aidé à accomplir ce travail dans les meilleures conditions, puissent-

elles trouver ici le témoignage de ma reconnaissance. 



4 
 

Dédicaces  

A Camille, avec tout mon amour, pour ton soutien, la joie et le bonheur que tu 

m’apportes au quotidien. 

A mes Parents, mes Sœurs, Neveux et Nièces, vous m’avez donné la force de 

continuer dans les moments difficiles, veuillez trouver ici le témoignage de mon affection. 



5 
 

Résumé 

Les études d’association pangénomiques ont permis d'identifier de nouveaux loci, dont le 

gène CR1 comme associé au risque de maladie d'Alzheimer (MA). Le récepteur du 

complément de type 1 (CR1) est une glycoprotéine transmembranaire, présente notamment à 

la surface des érythrocytes (CR1E), mais également dans le plasma sous forme soluble 

(CR1s). Le CR1 peut prendre des formes fonctionnelles différentes, qui pourraient conférer 

des niveaux de risque différents, voire suggérer des mécanismes physiopathologiques de la 

MA. Si la relation entre CR1 et MA est aujourd'hui connue, son mécanisme reste 

énigmatique. 

L’objectif principal de cette thèse était de corréler aux données génétiques (single nucleotide 

polymorphisms, polymorphismes de longueur, polymorphismes de densité), des éléments 

phénotypiques acquis comme la densité du CR1E ou le CR1S. D’une part, notre étude a 

montré grâce à deux méthodes différentes, que la MA était associée à une densité basse de 

l’isoforme long de CR1 (CR1*2) et suggérait l’existence d’allèle silencieux de CR1. D’autre 

part, nous avons montré que même si les critères génétiques étaient respectés, certains 

phénotypes pourraient être acquis au cours de la maladie. Nos résultats suggèrent que la MA 

résulterait plus d'une insuffisance d'épuration des dépôts amyloïdes, que d'une réponse 

excessive dont la réaction inflammatoire serait délétère. Bien que cette recherche génotypique 

et phénotypique, à potentiel physiopathologique, nécessite des investigations à plus grande 

échelle, elle pourra ouvrir la voie à des nouvelles pistes thérapeutiques qui ne peuvent être 

envisagées aujourd'hui faute de vue claire du ou des mécanismes en cause. 

Mots clés  

Maladie d’Alzheimer, Récepteur du complément type I, Complément, Risque génétique, 

Polymorphisme de longueur, Polymorphisme de densité, Single nucleotide polymorphisms, 

Inflammation, Plaques amyloïdes, Démence, Physiopathologie, Génotypes, Phénotypes. 
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Abstract 

Genome-wide association studies have identified new loci, including the CR1 gene, as being 

associated with Alzheimer’s disease (AD) risk. The complement receptor type 1 (CR1) is a 

transmembrane glycoprotein found on the surface of erythrocytes (CR1E), and also in the 

plasma in soluble form (CR1s). CR1 can have different functional forms that may confer 

different risk levels, or even suggest pathophysiological mechanisms of AD. Indeed, the 

relation between CR1 and AD is now well established, the mechanism of this association 

remains to be elucidated.  

The main objective of this thesis was to correlate acquired phenotype elements, such as 

density of CR1E (number of CR1 antigenic sites per erythrocyte) or CR1s with genetic data 

(single nucleotide polymorphisms, length and density polymorphisms). Firstly, our study 

showed using two different methods that AD is associated with low density of the long CR1 

isoform (CR1*2) and suggested the possible existence of silent CR1 alleles. Secondly, we 

showed that although genetic criteria were met, some phenotypes could be acquired during 

the course of the disease. Our findings suggest that AD stems more from insufficient 

clearance of amyloid deposits than from excessive response whose inflammatory reaction 

might be deleterious. Although this genetic and phenotypic study with pathophysiological 

potential still require further investigation on a larger scale, she could pave the way towards 

new therapeutic avenues that currently remain elusive in the absence of a clear overview of 

the mechanisms involved. 

 

Keywords 

Alzheimer’s disease, Complement receptor type I, Complement, Genetic risk, Length 

polymorphisms, Density pymorphisms, Single nucleotide polymorphisms, inflammation, 

Amyloïdes plaque, Dementia, Pathophysiology, Phenotypes, Genotypes. 

 



7 
 

Table des matières 

Abréviations ............................................................................................................................ 13

Introduction ............................................................................................................................ 15

PREMIERE PARTIE - Approche théorique ....................................................................... 21

Chapitre I – Historique de la démence et de la maladie d’Alzheimer ............................... 22

I. Vieillisement - démence ............................................................................................... 22

II. La Maladie d’Alzheimer .............................................................................................. 23

Chapitre II – Epidémiologie de la maladie d’Alzheimer .................................................... 28

I. Prévalence de la démence et de la maladie d’Alzheimer ............................................. 28

II. Incidence de la démence et de la maladie d’Alzheimer ............................................... 30

III. Evolutions épidémiologiques de la démence et de la maladie d’Alzheimer ............ 31

IV. Facteurs de risque ..................................................................................................... 33

1. Facteurs de risque environnementaux ou acquis ...................................................... 33

2. Facteurs de risque génétiques ................................................................................... 34

V. Facteurs protecteurs ...................................................................................................... 34

Chapitre III – Diagnostic de la maladie d’Alzheimer ......................................................... 37

I. Critères de définition de la maladie d’Alzheimer ........................................................ 37

II. Limites des anciens critères de définition de la maladie d’Alzheimer ......................... 38

III. Nouveaux critères de définition de la MA ............................................................... 39

IV. Recommandations pour le diagnostic de la MA ...................................................... 42

1. L’interrogatoire ........................................................................................................ 42

2. Examen clinique ....................................................................................................... 43

3. Evaluation fonctionnelle .......................................................................................... 43

4. L’évaluation cognitive globale ................................................................................. 44

5. Evaluation psychique et comportementale ............................................................... 44

6. Evaluation neuropsychologique ............................................................................... 45

7. Examens paracliniques ............................................................................................. 45

a. Examens biologiques ............................................................................................ 45

b. Imagerie morphologique ...................................................................................... 46

c. Imagerie fonctionnelle .......................................................................................... 46



8 
 

d. Analyse du Liquide Céphalo Rachidien (LCR) ................................................... 46

e. Electroencéphalogramme (EEG) .......................................................................... 47

f. Etude génétique .................................................................................................... 47

g. La Biopsie cérébrale ............................................................................................. 47

Chapitre IV – Génétique de la maladie d’Alzheimer et Hypothèses Physiopathologiques

 .................................................................................................................................................. 48

I. MA à début précoce (forme familiale) ......................................................................... 49

1. Gène précurseur du peptide amyloïde (APP) ........................................................... 49

2. Gène de la préséniline 1 (PSEN1) ............................................................................ 50

3. Gène de la préséniline 2 (PSEN2) ............................................................................ 50

4. Hypothèse physiopathologique ou hypothèse de la cascade amyloïde .................... 51

II. La MA à début tardif (forme sporadique) .................................................................... 52

1. Gène de l’Apoliprotéine E (APOE) .......................................................................... 52

2. Gène de la clustérine (CLU) ..................................................................................... 54

3. Gène Phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein (PICALM) ............... 55

4. Gène Bridging integrator (BIN1) .............................................................................. 56

5. Gène Sortilin-related receptor L (SORL1) ............................................................... 57

6. Gène ATP-binding cassette, sub-family A transporter A7 (ABCA7) ....................... 57

7. Gène récepteur de déclenchement exprimé sur les cellules myéloïdes 2 (TREM2) . 58

8. Gène Siglec 3 (CD33) .............................................................................................. 59

9. MS4A (Membrane-Spanning 4-domains sub family A) ........................................... 60

10. Gène Ephrin type-A receptor 1 (EPHA1) ............................................................ 60

11. Gène CD2-Associated protein (CD2AP) .............................................................. 61

12. Gène Phospholipase D family, member 3 (PLD3) ............................................... 61

13. Gène ADAM Metallopeptidase domain 10 (ADAM10) ....................................... 62

14. Autres gènes (CASS4, HLA-DRB5-DRB1, INPP5D, PTK2B, MEF2C, CELF1, 

NME8, EXOC3L2, DSG2, FERMT2, SLC24H4-RIN3, ZCWPW1) ................................. 62

15. Le gène CR1 ......................................................................................................... 63

Chapitre V – Le gène CR1 ..................................................................................................... 65

I. Localisation .................................................................................................................. 65

II. Structure du gène CR1 .................................................................................................. 65

III. Gène CR1 et maladie d’Alzheimer ........................................................................... 67

IV. Implication du gène CR1 dans la pathogénèse de la MA ......................................... 71



9 
 

Chapitre VI – Le système du complément ........................................................................... 73

I. Les voies d’activation du complément ......................................................................... 73

1. La voie classique ...................................................................................................... 73

2. La voie des lectines .................................................................................................. 74

3. La voie alterne .......................................................................................................... 74

II. Les voies effectrices du système du complément ........................................................ 75

1. La voie d’amplification ............................................................................................ 75

2. La voie finale commune ........................................................................................... 76

III. Régulation de la voie du complément ...................................................................... 76

IV. Complément et inflammation ................................................................................... 77

Chapitre VII – La protéine CR1 ........................................................................................... 79

I. Historique ..................................................................................................................... 79

II. Répartition cellulaire .................................................................................................... 79

III. Structure protéique et polymorphismes de CR1 ...................................................... 80

1. Polymorphisme de longueur (polymorphisme allotypique ou de structure) ............ 80

2. Polymorphisme de densité ....................................................................................... 84

a. Régulation génétique de la densité du CR1 Erythrocytaire ................................. 84

b. Régulation physiologique de la densité du CR1 Erythrocytaire .......................... 86

3. Polymorphisme du groupe sanguin Knops ............................................................... 86

IV. Fonctions du CR1 ..................................................................................................... 86

1. Inactivation des voies classique et alterne du complément ...................................... 86

2. Capture et fixation des complexes immuns .............................................................. 87

3. Transport et clairance des complexes immuns ......................................................... 88

4. Rôle du CR1 dans l’immunité adaptative ................................................................ 88

V. Le CR1 soluble (CR1S) ................................................................................................ 89

1. Historique et distribution .......................................................................................... 89

2. Origine ...................................................................................................................... 90

3. Fonctions .................................................................................................................. 90

VI. Rôle potentiel de CR1 dans la pathogénèse de la maladie D’Alzheimer ................. 90

1. Hypothèse de la voie amyloïde ................................................................................ 90

a. Au niveau périphérique ........................................................................................ 91

b. Au niveau cérébral ............................................................................................... 91

2. Hypothèse de la neuroinflammation ........................................................................ 92



10 
 

3. Hypothèse de la voie Tau ......................................................................................... 93

DEUXIEME PARTIE – Projet de Recherche ..................................................................... 95

Chapitre I – Hypothèses et objectifs ..................................................................................... 96

Chapitre II – Méthodes .......................................................................................................... 97

I. Population de l’étude .................................................................................................... 97

1. Critères d’inclusion .................................................................................................. 97

2. Critères de non inclusion .......................................................................................... 97

3. Variables recueillies ................................................................................................. 98

4. Plan d’investigation ................................................................................................ 100

5. Critères de jugement ............................................................................................... 101

6. Considérations éthiques .......................................................................................... 101

II. Etude des SNPs .......................................................................................................... 101

1. Amplification de rs6656401, rs113531714 et rs112003429 .................................. 101

2. Amplification de rs3818361 ................................................................................... 102

3. Amplification du SCR 24-25 .................................................................................. 102

4. Pyroséquençage ...................................................................................................... 103

III. Etude des polymorphismes de longueur de CR1 ................................................... 104

1. Etude des polymorphismes de longueur au niveau de la protéine ......................... 104

a. Anticorps monoclonaux anti-CR1 ...................................................................... 104

b. Extraction des protéines membranaires érythrocytaire et Western Blot ............ 106

2. Etude des polymorphismes de longueur de CR1 au niveau du gène ..................... 107

a. Détermination des polymorphismes de longueur de CR1 par HRM (High 

Resolution Melting ou fusion à haute résolution) ...................................................... 107

IV. Etude des polymorphismes de densité de CR1 ...................................................... 108

1. Etude des polymorphismes de densité de CR1 au niveau de la protéine ............... 108

a. Immunomarquage du CR1 érythrocytaire et lecture par cytométrie en flux ...... 108

2. Etude des polymorphismes de densité de CR1 au niveau du gène ........................ 111

a. Extraction de l’ADN .......................................................................................... 111

b. Détermination du polymorphisme HindIII de l’intron 27 du gène CR1 par PCR 

RFLP .......................................................................................................................... 111

c. Détermination du polymorphisme Q981H de l’exon 19 du gène CR1 par 

pyroséquençage .......................................................................................................... 112

V. Etude du CR1 soluble sérique par ELISA .................................................................. 114



11 
 

VI. Analyses Statistiques .............................................................................................. 115

Chapitre III – Résultats ....................................................................................................... 116

I. Caractéristiques sociodémographiques et cliniques ................................................... 116

II. Etude des polymorphismes de longueur de CR1 ....................................................... 118

1. Etude des polymorphismes de longueur de CR1 au niveau de la protéine par 

Western blot (données phénotypiques) .......................................................................... 118

2. Etude des polymorphismes de longueur de CR1 au niveau du gène par 

HRM (données moléculaires) ......................................................................................... 121

3. Association entre polymorphismes de longueur de CR1 étudiés au niveau du gène 

par HRM et au niveau de la protéine par WB ................................................................ 122

4. Association entre polymorphismes de longueur de CR1 et SNPs ......................... 126

a. Association entre polymorphismes de longueur de CR1 et rs6656401 ............. 126

b. Association entre polymorphismes de longueur de CR1 et rs3818361 ............. 127

c. Association entre polymorphismes de longueur et rs113531714, rs112003429, 

SCR24-25 ................................................................................................................... 128

III. Etude du polymorphisme de densité de CR1 ......................................................... 132

1. Nombre de sites antigéniques (phénotype) par cytométrie en flux ........................ 132

2. Etude de la densité de CR1 selon les polymorphismes de longueur observés en WB

 133

a. Etude de la densité de CR1 chez les sujets exprimant les deux isoformes CR1*1 

et CR1*2 ..................................................................................................................... 136

b. Etude de la densité de CR1 chez les sujets CR1*1 CR1*2 en utilisant d’autres 

anticorps ..................................................................................................................... 140

3. Etude des polymorphismes de densité de CR1 au niveau du gène (densité 

génotypique) ................................................................................................................... 142

a. Etude de la densité génotypique pour HindIII et Q981H ................................... 142

b. Etude de la concordance entre polymorphismes de densité HindIII et Q981H 

(génotype) ................................................................................................................... 145

4. Etude du nombre de sites antigéniques de CR1 (phénotype) selon les 

polymorphismes de densité (génotype) .......................................................................... 147

a. Etude du nombre de sites antigéniques de CR1 (phénotype) selon les 

polymorphismes de densité pour le site HindIII (génotype) ...................................... 147



12 
 

b. Etude du nombre de sites antigéniques de CR1 (phénotype) selon les 

polymorphismes de densité pour le site Q981H (génotype) ...................................... 149

c. Comparaison entre cas et témoins du nombre de sites antigéniques de CR1 par 

érythrocytes (phénotype) selon les polymorphismes de densité pour le site HindIII 

(génotype) ................................................................................................................... 151

d. Comparaison entre cas et témoins du nombre de sites antigéniques de CR1 par 

érythrocytes (phénotype) selon les polymorphismes de densité pour le site Q981H 

(génotype) ................................................................................................................... 152

IV. Association entre polymorphismes de longueur et polymorphismes de densité .... 154

1. Association entre polymorphismes de longueur de CR1 étudiés par WB (protéine) 

et polymorphismes de densité pour les sites HindIII et Q981H (gène) ......................... 154

2. Association entre polymorphismes de longueur de CR1 étudiés par HRM (gène) et 

polymorphismes de densité pour les sites HindIII et Q981H (gène) ............................. 154

V. Etude du CR1 soluble sérique par ELISA .................................................................. 157

1. Taux du CR1 soluble sérique selon les polymorphismes de longueur de CR1 ...... 158

2. Taux du CR1 soluble sérique selon les polymorphismes de densité de CR1 ........ 160

a. Etude du CR1 soluble sérique selon les polymorphismes de densité pour le site 

HindIII et Q981H (génotype) ..................................................................................... 160

b. Comparaison entre cas et témoins du taux du CR1 soluble selon les 

polymorphismes de densité pour le site HindIII (génotype) ...................................... 164

c. Comparaison entre cas et témoins du taux de CR1 soluble selon les 

polymorphismes de densité pour le site Q981H (génotype) ...................................... 164

3. Corrélation entre taux du CR1 soluble et nombre de sites antigéniques de CR1 

(densité) .......................................................................................................................... 165

4. Corrélation entre taux du CR1 soluble et score au MMSE .................................... 165

VII. Etude des facteurs associés à la MA (analyse multivariée) ................................... 166

Article 1 ................................................................................................................................. 169

Brevet ..................................................................................................................................... 186

Discussion générale .............................................................................................................. 215

Conclusion et Perspectives ................................................................................................... 227

Bibliographie ......................................................................................................................... 232



13 
 

 Abréviations 
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ADNc : Acide désoxyribonucléique complémentaire 

ARN : Acide ribonucléique 

ARNm : ARN messager 

BET : Bromure d’Ethidium 

BSA : Bovine serum Albumin ou Albumine sérique Bovine 
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CCP : Complement Control Protein 

CMF : Cytométrie en flux 
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CR1/E : Densité de CR1 par érythrocye 

CR1S : CR1 Soluble 

CR2 : Récepteur pour le C3d 

DAF : Decay Accelarating Factor, CD35 

DFT : Démence Fronto-Temporale 

DCL : Démence à corps de Lewy 

dNTP : déoxynucleotide triphosphates 

EDTA : EthyleneDiamine Tetraacetic Acid, ou Acide éthylène-diamine-tétra-acétique 

ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay ou dosage d’immunoadsorption par enzyme 

liée 
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LHR : Long Homologous Repeat 
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MA : Maladie d’Alzheimer 

MASP : Mannan-Associated Serine Protease 

MCP : Membrane Cofactor Protein, CD46 

MBL : Lectine spécifique des résidus mannanes, « Mannan Binding Lectin » 

MCP : « Membrane Cofactor Protein », CD46 

MCI : Mild cognitive impairment 

MEM : Milieu Essentiel Minimum 
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PBS : Phosphate Buffer-Saline ou tampon phosphate salin 

PET-Scan : Positron Emission Tomography 

PCR : Polymerase Chain reaction ou réction de polymérisation en chaine 

PCR-RFLP : Polymérase chain reaction- Restriction fragment length polymorphism ou 
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RCA : Regulator of Complement Activation, Locus regroupant les gènes codant des 
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SNP : Single Nucleotide Polymorphism 
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TNF : Tumor Necrosis Factor 
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 Considérée à tort et pendant longtemps comme un effet du vieillissement, la maladie 

d’Alzheimer (MA) est aujourd’hui reconnue comme une entité pathologique. De par sa 

prévalence croissante, elle représente un enjeu majeur de santé publique et un réel défi 

médico-économique. En effet, à l’échelle mondiale le nombre de cas est estimé à 35,6 

millions avec près de 4,6 millions de nouveaux cas par an, et ce chiffre va doubler en 2030 

puis tripler en 2050 (Jiang et al., 2013a). En France, les estimations, probablement sous-

évaluées, montrent qu’il y aurait plus de 850 000 cas de démences avérées dont 70 % seraient 

des cas de MA chez les sujets âgés de plus de 65 ans, avec quasiment trois fois plus de 

femmes que d’hommes. Par ailleurs, les prévisions actuelles prévoient un doublement du 

nombre de personnes atteintes de MA d’ici 20 ans si l’augmentation de l’espérance de vie se 

poursuit au même rythme qu’aujourd’hui (Ferri et al., 2005). 

 La MA est une maladie neurodégénérative évolutive s’exprimant principalement par 

des troubles mnésiques et/ou une atteinte des autres fonctions cognitives (langage, praxies, 

gnosies, fonctions exécutives), parfois associés à des troubles du comportement, évoluant vers 

une perte progressive d’autonomie, caractérisant un syndrome démentiel. C’est la cause la 

plus fréquente de démence (Alzheimer’s Disease International, 2013). Son diagnostic repose 

essentiellement sur les critères du Manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux 

(DSM-V) (American Psychiatric Association, 2013) et du NINCDS-ADRDA (National 

Institute of Neurological and Communicative Diseases and Stroke-Alzheimer’s Disease and 

Related Disorders Association) (McKhann et al., 1984). Les premiers critères permettent le 

diagnostic de démence et les seconds de poser le diagnostic de MA en maladie possible, 

probable ou certaine (une fois la preuve histologique apportée par la biopsie ou l’autopsie). En 

raison de l’absence de connaissances suffisantes sur le vieillissement cognitif normal, ces 

seconds critères sont relativement restrictifs pour éviter de porter à tort un diagnostic chez les 

sujets présentant un vieillissement cognitif normal. Une nouvelle révision des critères 

diagnostiques faite en 2010 par Dubois et al., permet l’identification de la MA quel que soit le 

stade de l’affection, avant même le seuil de la démence (Dubois et al., 2010). Ils reposent sur 

la mise en évidence d’un trouble significatif et inaugural de la mémoire épisodique associé à 

une atrophie hippocampique à l’Imagerie par Résonance Magnétique cérébrale (IRMc), d’une 

modification des biomarqueurs du liquide céphalo-rachidien (LCR), d’un profil 

d’hypoperfusion à la Tomographie par Emission monophotonique (TEMP) ou SPECT (Single 

Photon Emission Computed Tomography), ou d’un hypométabolisme à la Tomographie par 
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Emission de Positrons (TEP-scan) ou PET-scan (Positron Emission Tomography) (Dubois et 

al., 2010). Or, malgré l’établissement de ces critères, le diagnostic de MA demeure un 

diagnostic de probabilité et la certitude n’est établie qu’à l’examen anatomo-pathologique 

post mortem basée sur la physiopathologie de la maladie à savoir la présence de deux types de 

lésions : (i) les plaques amyloïdes dues à l’accumulation extracellulaire de peptides A  

neurotoxiques et (ii) les dégénérescences neurofibrillaires intracellulaires liées à 

l’accumulation intraneuronale de protéine Tau hyperphosphorylée (Avramopoulos, 2009). En 

outre, l’inflammation, via l’activation de la voie du complément, est une des caractéristiques 

importantes de la physiopathologie de la MA (Eikelenboom et al., 2006 ; Jiang et al., 2012). 

 Bien que les processus et causes exactes menant à la formation de ces lésions et leurs 

associations combinées avec la MA restent encore mal connus (Small & Duff, 2008), des 

facteurs génétiques et environnementaux contribuent à son apparition et à son développement. 

Ainsi, à ce jour quatre gènes ont été identifiés comme étant impliqués dans l’étiologie de la 

MA : (i) des mutations du gène précurseur de la protéine amyloïde (APP) situé sur le 

chromosome 21 codant pour le précurseur de la protéine amyloïde, (ii) des mutations du gène 

préséniline 1 (PSEN1) situé sur le chromosome 14 codant pour la préséniline 1 et (iii) des 

mutations du gène préséniline 2 (PSEN2) situé sur le chromosome 1 codant pour la 

préséniline 2 (Hardy & Selkoe, 2002). Cependant, il est estimé aujourd’hui que ces formes à 

transmission monogénique (transmission autosomique dominante ou récessive) ne concernent 

que des formes familiales à début précoce (moins de 65 ans) et représenteraient moins de 1 % 

des cas de MA (Bekris et al., 2010 ; Campion et al., 1999 ; Rogaeva et al., 2006). Tandis que 

dans la forme la plus commune de la maladie (forme sporadique à début tardif),  il existe 

d'autres déterminants génétiques plus complexes et à ce jour (iiii), seul l’allèle E4 du gène de 

l'apolipoprotéine E  (APOE), situé sur le chromosome 19 et codant pour l'apolipoprotéine E, a 

été explicitement établi comme gène de susceptibilité (Avramopoulos, 2009 ; Campion et al., 

1999). 

 Récemment, les études d’association pangénomiques (Genome Wide Association 

Studies- GWAS) ont permis d’identifier plus de 20 loci associés à la MA, incluant le gène 

CR1 (Complement Receptor Type I) (Carrasquillo et al., 2010 ; Chen et al., 2012 ; Chung et 

al., 2014 ; Corneveaux et al., 2010 ; Guerreiro et al., 2013; Harold et al., 2009 ; Hazrati et al., 

2012 ; Hollingworth et al., 2011 ; Jin et al., 2012 ; Jonsson et al., 2013 ; Jun et al., 2010 ; 
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Lambert et al., 2009; Lambert et al., 2013; Ma et al., 2014 ; Naj et al., 2011; Schjeide et al., 

2011 ; Seshadri et al., 2010; Wijsman et al., 2011 ; Zhang et al., 2010). A ce jour, neuf SNPs 

(Single Nucleotide polymorphisms) dont deux non codants, rs6656401 et rs3818361, situés 

sur le gène CR1 ont été établis comme associés aux formes sporadiques de la MA aussi bien 

chez des caucasiens que chez des asiatiques (Carrasquillo et al., 2010 ; Chen et al., 2012 ; 

Corneveaux et al., 2010 ; Jin et al., 2012 ; Jun et al., 2010 ; Lambert et al., 2009 ; Schjeide et 

al., 2011 ; Wijsman et al., 2011 ; Zhang et al., 2010). Le gène CR1 situé sur le chromosome 1 

code pour la protéine CR1 qui constitue une des protéines régulatrices de l’activation du 

complément.  

 CR1, également appelé récepteur au C3b/C4b ou CD35, est une glycoprotéine 

transmembranaire. C’est une des protéines régulatrices du complément. Elle contient des 

récepteurs pour C3b, C4b, C3bi mais aussi pour C1q, MBL (Mannan Binding Lectin, lectine 

spécifique des résidus mannanes) et permet l’élimination des complexes immuns (Jacquet et 

al., 2013). Cette glycoprotéine présente trois types de polymorphismes : un polymorphisme 

de longueur correspondant à un polymorphisme structural, un polymorphisme de densité et un 

polymorphisme en rapport avec l’expression d’antigènes du groupe sanguin Knops (Cohen et 

al., 1999).  

 Le polymorphisme de longueur (polymorphisme structural) se traduit par l’existence 

de quatre isoformes de CR1 de longueur différentes. Par ordre croissant de poids moléculaire, 

ces isoformes sont : CR1*3 ou CR1-F  (160 kDa), CR1*1 ou CR1-F (190 kDa), CR1*2 ou 

CR1-S (220 kDa), et CR1*4 ou CR1-D (250 kDa) (Birmingham et al., 2003 ; Krych-

Goldbergh et al., 2002 ; Wong et al., 1983). L’isoforme le plus commun est CR1*1, puisqu’il 

est retrouvé chez 87% des caucasiens. Son domaine extracellulaire est constitué de 4 LHRs 

(Long Homologous Repeat) appelés respectivement LHR-A, LHR-B, LHR-C et LHR-D 

(Hourcade et al., 1988; Klickstein et al., 1987). Le LHR-A présente un site de liaison pour le 

C4b, tandis que le LHR-B et le LHR-C présentent un site de liaison pour le C3b et le C4b. 

Les autres isoformes de CR1 sont liés à la variation du nombre de LHR. Dans ce sens, le 

deuxième isoforme le plus commun après CR1*1, retrouvé chez 11% des caucasiens est 

CR1*2. L’isoforme CR1*2 présente un cinquième LHR, appelé LHR-S ; ainsi, cet isoforme 

présente un site de liaison additionnel pour le C3b et le C4b. Les deux autres isoformes, 
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CR1*3 et CR1*4, plus rares, présentent respectivement un LHR en moins et deux LHR 

additionnels. 

 Le polymorphisme de densité correspond à un phénotype stable qui représente le 

niveau d’expression constitutive de CR1 sur les érythrocytes, bien qu’une déficience acquise 

puisse survenir dans certaines pathologies comme le Syndrome d’Immunodéficience Acquise 

(SIDA) ou le Lupus erythémateux systémique (LES) (Cohen et al., 1992). Chez les 

caucasiens, il a été montré que les érythrocytes provenant de différents sujets sains ont une 

variation dans le nombre de molécules du CR1 érythrocytaire, allant jusqu’à un facteur dix 

(variations de 150 à 1500 molécules par cellules) (Cornillet et al., 1991; Moulds et al., 1991, 

1992). 

 Bien que de nombreuses études aient identifiées le gène CR1 comme gène de 

susceptibilité associé à la MA dans sa forme sporadique, avec une crédibilité épidémiologique 

évidente, considérant le gène CR1 comme un des plus importants loci associé à la MA à début 

tardif après le gène APOE (Bertram et al., 2007 ; Bertram & Tanzi., 2010 ; Zhu et al., 2015), 

la signification fonctionnelle de cette association reste inconnue, d’où la nécessité d’études 

investiguant le rôle de ces polymorphismes dans la pathogénèse de la MA. Par ailleurs, toutes 

ces études d’association entre CR1 et MA suggèrent un rôle du complément dans la 

physiopathologie de la MA. 

 Dans la première partie, approche théorique, nous présentons le contexte général de ce 

travail en commençant par un bref historique rappelant la confusion entre vieillissement 

cognitif et démence/MA qui existait dès l’antiquité, l’épidémiologie de la MA en mettant 

l’accent sur les facteurs de risques notamment génétiques, en particulier dans la forme la plus 

fréquente de la maladie (MA à début tardif ou forme sporadique) et les grandes lignes du 

diagnostic de la MA. Puis, nous aborderons le système du complément, et plus 

particulièrement le gène CR1 et la protéine CR1 et son rôle potentiel dans la pathogénèse de 

la MA. 

 Dans la seconde partie, projet de recherche, nous décrivons le projet exposé dans ce 

travail de thèse en commençant par sa problématique scientifique (hypothèses et objectifs), 

puis en décrivant les méthodes utilisées. Nous présentons ensuite les résultats de notre 

premier travail qui a montré que la MA était associée à l’isoforme long de CR1 (CR1*2) mais 
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à une densité basse. Les premiers résultats de cette étude sont présentés dans une publication 

internationale faisant partie de ce travail. Article 1 : « Alzheimer’s disease is associated with 

low density of the long CR1 isoform ». Ces résultats nous ont également permis de déposer un 

brevet d’invention, grâce à la mise en place d’une technique innovante pour la détermination 

des polymorphismes de longueur de la protéine CR1 à partir de l’acide désoxyribonucléique 

(ADN). Brevet : « «Méthode de Détermination du polymorphisme de longueur du récepteur 

CR1 ». Enfin, les derniers résultats concernant l’étude des polymorphismes de densité de CR1 

ont montré que, bien que les critères génétiques soient respectés, le phénotype « densité basse 

de CR1 » est probablement acquis chez les patients atteints de MA. Ces résultats vont être 

soumis à une revue internationale. Article 2 : « Acquired decrease of CR1 density in 

Alzheimer’s disease ». 

 Dans la conclusion, nous discutons de l’apport et de l’avenir d’un projet à plus grande 

échelle combinant à la fois l’étude des polymorphismes de CR1 au niveau du LCR et in situ. 

Pour ce faire, nous exposons les perspectives de notre travail.
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PREMIERE PARTIE - Approche théorique 
___________________________
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Chapitre I – Historique de la démence et de la maladie d’Alzheimer 

I. Vieillisement - démence  

 L’idée que le vieillissement puisse s’accompagner de troubles de l’esprit est connue 

dés l’antiquité, mais cela a inquiété les juristes bien avant les médecins. C’est Platon, en 350 

avant Jésus-Christ, qui reconnaît qu’un état de folie ou de maladie, sous l’influence de l’âge 

extrême, peut rendre excusable certains crimes comme le sacrilège, la perfidie ou la haute 

trahison.   

 Solon, en 500 avant Jésus-Christ, avait défini les altérations du jugement liées au très 

grand âge comme des conditions pour lesquelles la volonté se trouverait être nulle et non 

avenue, en particulier pour permettre d'invalider un testament.  

 Galien, au IIème siècle de notre ère, est le premier à avoir introduit le terme 

« dementia» qu’il distingue du delirium, caractérisé par son évolution aiguë.  

 
Philippe Pinel

1745-1826
 

 Le terme « démence » va apparaître dans le vocabulaire médical français en 1797, 

suite aux écrits de Pinel. Il dérive du latin « demens » constitué du préfixe « de » (hors de) et 

du suffixe «mens» (esprit). Il renvoie donc à une situation caractérisée par la disparition des 

qualités intellectuelles spécifiques de l’être humain. Cela marquera très longtemps le sort des 

personnes atteintes de ce trouble qui seront considérées plutôt comme exclues de la 

communauté humaine que comme des malades. Son élève Esquirol fit rapidement faire un pas 
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en avant à la nosographie, en séparant le concept de démence de celui d'arriération mentale et 

des psychoses fonctionnelles. Il en donna la première description rigoureuse. "La démence est 

une affection cérébrale caractérisée par l'affaiblissement de la sensibilité, de l'intelligence, de 

la volonté... ". Ainsi, « L'homme en démence est privé des biens dont il jouissait autrefois. 

C'est un riche devenu pauvre ; l'idiot a toujours été dans l'infortune et la misère». Les notions 

de chronicité et d'incurabilité sont dès lors indispensables au diagnostic de démence.  

 En 1892, Blocq et Marinesco observent pour la première fois les plaques séniles que 

Redlich, en 1898, rattachera à la démence sénile.  

II. La Maladie d’Alzheimer  

 C’est en 1907, qu’Aloïs Alzheimer (Alzheimer, 1907), neuropathologiste de l'école de 

Munich, publie l'étude anatomoclinique d'Augusta D, patiente âgée de 51 ans ayant présenté 

un délire de jalousie suivi d'une désintégration des fonctions cognitives, décédée après une 

évolution progressive de 4 ans et 6 mois dans un grand tableau démentiel. Dans son étude 

histologique, il montre l’existence de congloméras intra-neuronaux de fibres anormales co-

existant avec des plaques séniles. A cette première description histologique complète de la 

maladie démentielle il donne le nom de dégénérescence neuro-fibrillaire.  

 

Aloïs Alzheimer 

1864-1915

 Dès lors, la démence va intégrer le champ des affections organiques du cerveau et 

devenir une maladie neurologique.  
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 En 1912, dans son influent Traité de Psychiatrie, Kraepelin individualise la "maladie 

d'Alzheimer" comme une démence du sujet jeune, rare et dégénérative, laissant au terme de 

"démence sénile", les démences vasculaires du sujet âgé. Cette opposition sera reprise sans 

discussion par la majorité des écoles européennes. 

 L'involution cérébrale est considérée pendant longtemps comme une fatalité, un ordre 

naturel des choses médicalement explicité par la très fameuse «artériosclérose». En 1965, 

Corsellis découvre que les sujets déments n'ont pas de stigmates d'artériosclérose cérébrale 

significativement plus importants que les sujets non déments du même âge. Il faudra tout de 

même attendre les années 80 pour voir disparaître le concept de démence sénile.  

 En 1968 puis en 1970, Blessed, Tomlinson et Roth (Blessed et al., 1968) retrouvent 

une corrélation hautement significative entre la dégénérescence neuro-fibrillaire d'Alzheimer 

et le processus démentiel. L’importance des anomalies histologiques étant proportionnelle au 

degré de détérioration et au degré d'invalidité fonctionnelle.  

 Le premier congrès mondial sur la maladie d’Alzheimer et les autres démences séniles 

a lieu à Londres en 1977, cette date coïncide aussi avec la prise de conscience débutante qu’il 

s’agit d’un réel problème de Santé Publique. L’opinion commence alors à être sensibilisée.  

 Les progrès des neurosciences ont permis des avancées importantes dans les 

connaissances physiopathologiques de la maladie. Roth et son équipe, entre 1960 et 1980, 

précisent la nature et la localisation des lésions histologiques. Les travaux de Glenner et 

Wong, en 1983, conduisent à la purification de la protéine " -4 amyloïde" (Glenner & Wong., 

1984 ; Glenner et al., 1984). Dans les années 1976-77, trois équipes (celles de Bowen, de 

Perry, et de Davies) démontrent l'altération des systèmes cholinergiques centraux dans la 

maladie d'Alzheimer. De là est née la première piste de recherche pour une thérapeutique 

rationnelle, imposant de fait, une identification fiable et reproductible des patients, de la 

nature et de la sévérité de leurs troubles.  

 Puis, dans les années 1980, des progrès considérables sont réalisés dans les études 

cliniques et épidémiologiques grâce à l'établissement de critères diagnostiques standardisés 

internationaux. L'Association Américaine de Psychiatrie édite le Manuel diagnostique et 

statistique des troubles mentaux (DSM-III, 1980 (American Psychiatric Association, 1980) ; 
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DSM-III-R, 1987 (American Psychiatric Association, 1987) ; DSM-IV, 1994 (American 

Psychiatric Association, 1994).  

 En 1984, le groupe de travail multidisciplinaire NINCDS-ADRDA (National lnstitute 

of Neurological and Communication Disorders and Stroke-Alzheimer’s Disease and Related 

Disorders Association) établit des critères diagnostiques de maladie d’Alzheimer (McKhann 

et al., 1984) permettant de structurer le diagnostic de la maladie d’Alzheimer et le 

développement de la recherche. 

 C'est à Ball et al. (1985) que l'on doit d'avoir utilisé le premier le terme de démence 

hippocampique pour désigner la maladie d'Alzheimer. Ultérieurement, les travaux de Braak et 

Braak ont confirmé que les lésions cérébrales de la MA progressaient selon des stades 

successifs, au sein du cortex entorrhinal, de l'hippocampe, du lobe temporal externe, puis de 

tout le néo-cortex, expliquant la progression de la séméiologie clinique (Braak et al., 1993). 

(Figure 1) 

 

Transentorhinal     Limbic stages  Neurocortical stage 

I – II          III – IV           V - VI 

 

 

Figure 1 Les stades évolutifs de Braak et Braak. 
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 Depuis les années 90, la recherche concernant la biologie et la génétique moléculaire 

des lésions fondamentales de la maladie se développe de façon exponentielle permettant, sous 

l’impulsion des travaux de pharmacologie appliquée, de nouveaux espoirs thérapeutiques. En 

1997, il paraît environ 150 articles scientifiques par mois sur les démences de type Alzheimer 

et sur le vieillissement cérébral normal et pathologique.  

 Les progrès des investigations neurologiques ont montré l’existence de multiples 

pathologies correspondant aux critères cliniques des démences. Au sein même des affections 

neurodégénératives s’opposent désormais :  

les démences corticales (Syndrome démentiel de type Alzheimer, les démences 

frontales, les démences fronto-temporales),  

les démences sous corticales (démences parkinsoniennes, les atrophies multi-

systématisées ou la paralysie supra nucléaire progressive), 

les démences cortico-sous-corticales (démences à corps de Lewy et dégénérescence 

cortico-basale). 

 Le terme « démence » fait référence à une série de symptômes identifiés chez les 

personnes atteintes de maladies cérébrales entraînant une détérioration puis une disparition 

neuronale. La déperdition neuronale est un processus inhérent au vieillissement naturel, mais, 

en cas de démence, elle se produit beaucoup plus rapidement et conduit à un 

dysfonctionnement cérébral. 

 Les symptômes de la démence comprennent une détérioration lente, progressive et 

irréversible des capacités fonctionnelles du malade. La détérioration cérébrale affecte le 

fonctionnement cognitif du sujet. Les troubles mnésiques y sont constants. Dans la plus 

grande partie des cas, ils constituent le premier symptôme. Ils font partie des critères de 

définition de l'état démentiel selon le DSM-IV, associés aux troubles du jugement, aux 

troubles du caractère, à l'existence d'autres troubles instrumentaux (praxies, langage, gnosies) 

et à l'altération de la pensée abstraite. On admet aujourd'hui que la maladie d’Alzheimer 

évolue en 3 phases. 
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La première, la plus longue (15-20 ans), correspond à l'installation silencieuse des lésions 

cérébrales, sans aucun signe ni symptôme cliniquement décelable.  

La seconde correspond à l'apparition progressive de modifications cognitives et 

comportementales dont l’intensité n'est pas suffisante pour permettre un diagnostic de 

démence (cette phase durerait, en moyenne, de 2 à 5 ans).  

Enfin, lorsque les lésions cérébrales ont atteint un certain seuil de sévérité ou d'extension, les 

manifestations cliniques remplissent les critères de démence et on parle alors de Démence de 

Type Alzheimer (DTA) légère, puis modérée et sévère, selon l'intensité des déficits cognitifs 

et le degré de perte d'autonomie (Dérouesné & Lacomblez, 2000).  

 Les progrès scientifiques dans la compréhension des mécanismes des maladies 

démentielles sont évidents. Ils se basent sur une meilleure localisation des atteintes 

neurologiques, en particulier par les techniques d’imagerie et sur une meilleure 

compréhension des mécanismes neurochimiques et neuro-génétiques. La nosographie 

s’affine, les classifications sont plus précises. Or, dans le même temps, la représentation 

sociale de ces maladies se dégrade, l’angoisse et la peur augmentent et deviennent plus 

prégnantes dans le public, mais également auprès de bon nombre de professionnels de santé. 

Aux mots sénilité ou gâtisme d’autrefois, on a substitué le mot d’Alzheimer porteur de 

fantasmes, globalisant tous les troubles de la mémoire, y compris les simples ralentissements 

psychiques chez les sujets âgés alors que tout trouble de la mémoire ne témoigne pas d’une 

maladie de la mémoire et que toutes les maladies de la mémoire ne sont pas des maladies 

d’Alzheimer (Blanchard et al., 2000).  

 Ce rappel historique permet de nous éclairer sur la représentation léguée par les 

générations précédentes et son incidence sur le comportement actuel vis-à-vis du vieillard 

jugé inutile, ce vieux qui fait peur, ce vieux auquel nous ne voulons en aucun cas ressembler 

et qu’il est parfois plus simple d’oublier « ce vieux dit dément ». 
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Chapitre II – Epidémiologie de la maladie d’Alzheimer  

Depuis trente ans, les connaissances sur les démences et plus particulièrement sur la Maladie 

d'Alzheimer (MA) ont considérablement progressé. La MA est habituellement diagnostiquée 

sur la base d’examens anamnestique, physiques et neurologiques et la vérification de troubles 

cognitifs par le biais de tests standardisés neuropsychologiques (voir prochain chapitre). La 

MA représente environ 60% des démences. Les études de cohorte sur la maladie d'Alzheimer 

restent assez rares car elles nécessitent des études longitudinales.  

Aux USA, la cohorte de Framingham est la plus célèbre.  

En Europe, un programme EURODEM (European Concerted Action on Dementia) a 

été mis en place pour étudier l'épidémiologie et la prévention de la démence de type 

Alzheimer (Andersen et al., 1999).  

En France, le programme de recherche PAQUID (Personnes Agées Aquitaine ou 

QUID des Personnes Agées) a débuté en 1988. Il vise à apprécier de façon prospective 

le vieillissement normal et pathologique d'une cohorte de 4 134 sujets de plus de 65 

ans, issus de 2 départements du sud-ouest de la France (Edjolo et al., 2013 ; 

Ramaroson  et al., 2003).  

I. Prévalence de la démence et de la maladie d’Alzheimer 

 La prévalence d'une maladie est la proportion d'une population qui, à un moment 

donné, est atteinte de cette maladie. Elle s'exprime en taux qui selon l’importance du 

phénomène mesuré s’exprime en 0/0, 0/00 ou 0/000.  

 La Maladie d’Alzheimer pose aux épidémiologistes d'importants problèmes 

méthodologiques. En effet, le diagnostic du vivant du malade reste un diagnostic de 

présomption. Si la prévalence et l’incidence de la démence et de la maladie d’Alzheimer ont 

été étudiées à de multiples reprises, il existe néanmoins un certain nombre de problèmes 

méthodologiques qui rendent les résultats plus ou moins critiquables : hétérogénéité des 

méthodes utilisées, des populations étudiées, ainsi que l'utilisation de critères diagnostiques 

différents (Riedel-Heller et al., 2000). Ceci est d’ailleurs bien mis en évidence par Erkinjuntti 

et al. (1997) qui retrouvent une prévalence de la démence variant de 3,1 % à 29,1 % selon les 

critères diagnostiques retenus. A noter en particulier que la plupart des études 
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épidémiologiques ont été effectuées auprès d’un très petit nombre de sujets de plus de 90 ans 

(Ankri, 2006). 

 La prévalence de la démence varie naturellement avec l'âge. Selon les données de 

l’EURODEM, elle augmente respectivement de 1,4 % entre 60 et 64 ans à 32,2 % entre 89 et 

94 ans (Launer et al., 1999). Pour la France, les données disponibles sont principalement 

issues de la cohorte PAQUID réalisée en Aquitaine (Edjolo et al., 2013 ; Ramaroson et al., 

2003). Cette cohorte est constituée d’un échantillon représentatif de sujets âgés de 65 ans et 

plus, vivant au domicile et pour qui ont été appliqués les critères du DSM III-R pour le 

diagnostic de démence et du NINCDS-ADRDA pour celui de la maladie d’Alzheimer. 

 Afin d'estimer le nombre de patients atteints de démence attendu, nous disposons donc 

d'une étude épidémiologique française, ainsi que de la combinaison de plusieurs études 

européennes, regroupées dans le programme européen EURODEM fournissant les niveaux 

des principaux indicateurs de morbidité des démences en population. 

 Devant les écarts entre les différentes estimations concernant la prévalence et 

l’incidence de cette maladie, un rapport de l’OCDE (Organisation de Coopération et de 

Développement Economiques) (Moise et al., 2004) préconisait de se fonder sur les 

estimations fournies par le groupe Eurodem (Lobo et al., 2000 ; Helmer et al., 2006). 

 
Figure 2 Prévalence de la Maladie d’Alzheimer selon les classes d’âge. 

A partir des statistiques de projection de la population de l’ONU (Organisation des Nations 
Unies) pour 2012 et deux séries de taux de prévalence : EURODEM et EuroCoDe studies 

(Gallez, 2005). 
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Figure 3 Prévalence de la démence en europe. 

D’après l’annuaire de la démence dans le cadre d’Alzheimer Europe 2013. 

 

II. Incidence de la démence et de la maladie d’Alzheimer 

 L’incidence se définit comme le nombre de nouveaux cas d'une maladie dans une 

population et pour un intervalle de temps donné. Il faut donc l'exprimer par taux rapporté 

à une unité de temps, par exemple pour 1 000 habitants et par an.  

 L'incidence annuelle des démences est difficile à apprécier, les nouveaux cas étant loin 

d'être tous recensés. Elle augmente avec l'âge, passant de près de 3 / 1000 entre 65 et 69 

ans à 60 / 1000 après 85 ans (Mayeux & Stern, 2012). 
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Figure 4 Taux d’incidence annuel de la maladie d’Alzheimer pour 100 personnes-années. 
Ce graphique est une estimation à partir des données collectées dans 24 études publiées. 

D’après Mayeux & Stern (2012). 
 

 L'analyse de l'incidence de la démence en fonction de l'âge et du sexe a montré des 

différences entre hommes et femmes : en effet, le taux d'incidence de la MA est de 0,8 

pour 100 personnes-année pour les hommes, et de 1,4 chez les femmes. Il est plus 

important pour les hommes que pour les femmes avant 75 ans (ratio femmes / hommes : 

0,8) alors qu'il devient plus faible après 75 ans (ratio femmes / hommes : 1,7 à 85 ans). 

Cela suggère que la prévalence plus élevée de la DTA observée chez les femmes n’est pas 

seulement due aux différences d’espérance de vie mais à un risque plus grand (Andersen 

et al., 1999). 

III. Evolutions épidémiologiques de la démence et de la maladie d’Alzheimer 

En fonction de différents scenarii essentiellement liés au vieillissement de la population, a 

été modelisée la prévalence attendue de la démence selon les sexes entre 2010 et 2030 sur 

les bases de la cohorte PAQUID. Ainsi pour 2030, les modélisations permettent d’évaluer 

un nombre attendu de sujets souffrant de démence en France aux alentours des 1 700 000 

individus (Jacqmin-Gadda et al., 2013). 

Cependant, ces évaluations faites à partir des données d’incidence ou de prévalence 

d’étude de cohorte sur laquelle on applique une modélisation liée au vieillissement de la 

population, semblent aujourd’hui remises en question par quelques études récentes. 

Celles-ci mettent en évidence à partir de méthodologie robuste une tendance à une 
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diminution du nombre de nouveaux cas de maladie d’Alzheimer et ce, notamment dans les 

populations anglaises, suédoises et néerlandaises. Ainsi, des comparaisons de cohortes 

constituées sur des populations et avec une méthodologie similaire, à 10 ou 20 ans d’écart, 

permettent de mettre en évidence cette évolution. C’est notamment le cas sur les études 

Danoises, avec une cohorte de 2010 sensiblement plus âgée que la cohorte de 1998 et 

malgré cet état de fait, cette cohorte de 2010 avait une performance cognitive et 

fonctionnelle meilleure que celle de la fin des années 2000. Le vieillissement plus marqué 

dans la deuxième cohorte est sans doute lié à des améliorations de la prise en charge et de 

la prévention de certaines pathologies. La modélisation attendue aurait du identifier une 

deuxième cohorte plus âgée, mais en même temps plus fragile notamment d’un point de 

vue cognitif. Pour autant, la réalité de la comparaison permettait de mettre en évidence un 

bénéfice d’état de santé qui l’emportait sur la vulnérabilité et ce, notamment sur les 

domaines cognitifs et fonctionnels (Christensen et al., 2013).  

Cet élément de comparaison de cohorte a été retrouvé également dans le Rotterdam study 

sur des comparaisons similaires entre 1990 et 2000 avec une réduction d’incidence de la 

maladie d’Alzheimer constatée. Pour les auteurs, ceci était vraisemblablement lié à une 

diminution de la prévalence de certains facteurs de risque modifiables, notamment une 

meilleure prise en charge médicamenteuse de l’hypertension, de la dyslipidémie et des 

pathologies emboligènes. Ils constataient également sur ces comparaisons inter-cohorte 

une moindre prévalence des niveaux d’étude faibles ou du tabagisme (Schrijvers et al., 

2012). Sur une méthodologie comparable, l’étude sur l’incidence au sein de la population 

de Stockholm retrouvait des résultats similaires avec une diminution d’incidence de la 

maladie d’Alzheimer en deux décennies d’observation (Qiu et al., 2013). Cette étude 

objectivait également une prévalence qui restait relativement stable dans la cohorte la plus 

récente et ce, malgré une mortalité moindre dans cette population par rapport à ce qu’elle 

pouvait être à la fin des années 1980.  

Pour autant à ce jour aux Etats Unis, la maladie d’Alzheimer est la cinquième cause de 

mortalité chez les plus de 65 ans après les pathologies cardiaques, les cancers, les 

pathologies respiratoires chroniques et les évènements cérébrovasculaires (Tinetti et al., 

2012). Par ailleurs, l’étude des variations en pourcentage des causes de décès, tous âges 

confondus, entre 2000 et 2010, met en évidence une réduction d’impact des différentes 
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pathologies et notamment de l’AVC, des pathologies cardiaques, de certains cancers dans 

des proportions variables, et seules les causes liées à la maladie d’Alzheimer augmentent 

de façon importante de près de 70 %. En soit, la maladie d’Alzheimer est aujourd’hui une 

des pathologies chroniques dont l’importance est de plus en plus marquée dans nos 

sociétés. 

IV.  Facteurs de risque 

 Une vraie politique de prévention ne peut se baser que sur l’existence de facteurs de 

risque connus et établis. Un certain nombre de facteurs ont été étudiés. La maladie 

d’Alzheimer est une pathologie multi-factorielle faisant intervenir de multiples facteurs 

combinés entre eux dont certains pourraient modifier le risque de développer la maladie.  

1. Facteurs de risque environnementaux ou acquis 

 Parmi les différents facteurs qui ont été mis en évidence lors des études 

épidémiologiques, l’âge reste sans conteste un facteur important. On retrouve 

également le sexe féminin et les antécédents familiaux de démence.  

 La dépression quant à elle est reconnue comme un facteur de risque mais pose 

le problème de l’interprétation de ce lien retrouvé. On sait que démence et dépression 

ont des facteurs de risque communs et que la dépression peut être un syndrome 

prodromique de la démence et qu’elle est souvent réactionnelle à des troubles cognitifs 

précoces (Bennett & Thomas, 2014 ; Gao et al., 2013).  

 Les facteurs de risque vasculaires sont depuis quelques années source d’un 

débat allant jusqu’à définir la maladie d’Alzheimer comme une maladie vasculaire (De 

la Torre, 2002). L’hypertension artérielle et l’athérosclérose semblent être associées à 

un risque accru de maladie d’Alzheimer et le traitement de l’hypertension artérielle 

pourrait entraîner une réduction importante de l’incidence de la maladie. Le diabète 

majorerait également le risque de survenue de maladie d’Alzheimer (Cheng et al., 

2012 ; Gudala et al., 2013) avec un sur risque evalué à 1,54 (95% CI, 1,33–1,79) dans 

une méta analyse (Profenno et al., 2009). L’obésité serait également un facteur de 

risque indépendant avec un sur risque évalué dans une méta analyse à 1,59 (95% CI 

1,02–2,5) (Profenno et al., 2009). Le tabagisme apparaît également associé à un sur 
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risque aussi bien de démence que de déclin cognitif (Anstey et al., 2007). Enfin, 

concernant le cholestérol, des travaux soutiennent l’hypothèse d’un rôle important du 

cholestérol dans la formation des plaques amyloïdes (Sambamurti et al., 2004). 

Toutefois, les résultats sont contradictoires et ce serait plutôt les niveaux élevés de 

cholestérol du milieu de vie qui seraient les plus associés à une augmentation du risque 

de MA à un âge plus avancé (Shobab et al., 2005). 

La figure 5 présente les principaux mécanismes pouvant expliquer l’association 

entre facteurs de risque vasculaires et augmentation du risque de démence. 

 

 
Figure 5 Principaux mécanismes pouvant expliquer l’association entre facteurs de risque 

vasculaires et démence. 
D’après Middleton & Yaffe (2009). 

 

2. Facteurs de risque génétiques 

Cette partie sera traitée dans le chapitre suivant (génétique de la maldie d’Alzheimer). 

V. Facteurs protecteurs 

 A l’inverse des facteurs associés à une augmentation du risque de développer une 

démence ou un déclin cognitif, d’autres facteurs ont été démontrés comme protecteurs, 

c’est le cas du niveau d’éducation et/ou des activités occupationelles (Meng & D’Arcy, 

2012). Dans ce sens, Dekhtyar et al. (2015) ont montré que la réserve cognitive aurait un 

effet protecteur dès l’école primaire (réduction du risque de 21% chez les personnes ayant 

eu de bonnes notes à l’école primaire, et de 23% chez les pesonnes ayant eu à gérer des 

données complexes dans leur vie professionnelle). 
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 Tout comme la diététique, l’activité physique représente un facteur lié au mode de vie 

et pourrait être traitée également avec les facteurs vasculaires. Une revue de la Cochrane 

(Angevaren et al., 2008) a constaté que 8 des 11 essais aléatoires contrôlés sur l'exercice 

physique chez des personnes âgées sans trouble cognitif connu, retrouvaient que les 

interventions d'exercices aérobiques étaient associées à une amélioration des fonctions 

cognitives. Néanmoins, les résultats demeurent controversés avec certaines études n’ayant 

pas montré d’association entre l'activité physique et la démence (Verghese et al., 2003), et 

d'autres qui ont observé un rôle bénéfique (Larson et al., 2006; Wang et al., 2006).  

 Les activités intellectuelles et sociales sont également envisagées comme des facteurs 

de protection face à la MA. Chez les personnes présentant une MA, les activités 

intellectuelles sont réduites que ce soit en intensité ou en diversité (Wilson et al., 2002). 

Néanmoins, il est difficile de dire si cette diminution des activités intellectuelles et 

sociales est un facteur de risque potentiel de MA ou si elle est le reflet de signes cliniques 

très précoces de la maladie. Fratiglioni et al. (2004) ont mené une revue sur 15 études 

longitudinales afin de faire le point sur la place des activités intellectuelles et aussi des 

contacts sociaux. Leurs résultats montraient que globalement les activités intellectuelles, 

les relations sociales et le statut marital avaient un effet favorable, toutefois ces résultats 

dépendent fortement de l’intensité et de la diversité de ces activités. 

 Enfin, plusieurs études ont examiné de façon spécifique les effets potentiels de 

l'entraînement cognitif sur le risque de MA. Dans l'étude de cohorte des « Trois-Cités », 

des analyses ont été effectuées sur 5698 participants sans démence, âgés de 65 ans et plus. 

Stimuler les activités de loisirs était significativement associé à un risque réduit de MA 

(Akbaraly et al., 2009). Ce résultat est indépendant d’autre forme de réserve cognitive et 

reste significatif après ajustement sur les facteurs de risque vasculaire, les symptômes 

dépressifs et le fonctionnement physique. 

Le Tableau 1 résume les principaux facteurs de risque environnementaux ou acquis et 

leurs mécanismes potentiels. 
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Tableau 1  Facteurs modifiant le risque de maladie d’Alzheimer (Mayeux & Stern, 2012). 

Antécédent Risque Mécanismes possibles 
Trouble cardiovasculaire Augmenté Destruction parenchymateuse 

Lieu stratégique 
 des dépôts de peptides A  

Tabagisme Augmenté Effets cérébrovasculaires 
Stress oxydatif 

Hypertension Augmenté ou diminué Trouble microvasculaire 
Diabète de type II Augmenté Effet vasculaire cérébral 

Compétition entre l’insuline et 
A  pour la clairance 

Obésité Augmenté Augmentation du risque de 
diabète de type II  

Traumatisme crânien Augmenté  dépôts de petides A  et 
d’APP 

Education Diminué Réserve cognitive 
Niveau d’activité Diminué Améliore le métabolisme 

lipidique, stimulation mentale 
Régime méditerranéen Diminué Antioxydant, anti-

inflammatoire 
Activité physique Diminué Activation de la plasticité 

cérébrale, améliore la 
vascularité cérébrale 
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Chapitre III – Diagnostic de la maladie d’Alzheimer 

 La MA est une maladie neurodégénérative évolutive s’exprimant principalement par 

des troubles mnésiques et/ou une atteinte des autres fonctions cognitives (langage, praxies, 

gnosies, fonctions exécutives), parfois associés à des troubles du comportement, évoluant vers 

une perte progressive d’autonomie, caractérisant un syndrome démentiel. C’est la cause la 

plus fréquente de démences (Alzheimer’s Disease International, 2010).  

 En France et dans le monde, la MA demeure sous diagnostiquée, particulièrement chez 

le sujets jeunes et les plus âgés. De plus, c’est essentiellement au stade de démence, parfois 

avancée, que la maladie est identifiée, retardant de manière préjudciable la prise en charge 

médico-sociale des patients et alourdissant la charge des aidants. 

I. Critères de définition de la maladie d’Alzheimer  

 Le diagnostic clinique de la MA demeure un diagnostic probabiliste et repose sur une 

démarche en deux temps avec mise en évidence, dans un premier temps, d’un syndrome 

démentiel puis mise en évidence des arguments en faveur d’une MA. Le DSM-V 

(American Psychiatric Association, 2013) a proposé une série de critères permettant 

d’opérationnaliser le diagnostic de démence : troubles de la mémoire et perturbation d’au 

moins une autre fonction cognitive (langage, praxie, gnosie, fonctions exécutives…) 

suffisamment sévère pour retentir sur les activités de la vie quotidienne. Le retentissement 

dans la vie quotidienne a permis de circonscrir le concept de démence défini comme étant 

la perte d’autonomie du sujet et de son indépendance dans la vie quotidienne. Une fois le 

diagnostic de syndrome démentiel établi, les critères de McKhann et al. (1984) permettent 

de retenir le diagnostic de MA probable sur la base d’une installation progressive du 

syndrome démentiel et de l’absence de maladie cérébrale ou systémique pouvant rendre 

compte des troubles mnésiques et cognitifs. Cette stratégie opérationelle permet donc 

l’identification d’une démence de type Alzheimer (DTA). 

 D’une façon générale, le diagnostic de la MA est plus difficile aux deux extrémités de 

l’évolution de la maladie. Au début de la maladie, les symptômes sont discrets et peuvent 

être confondus avec des difficultés liées au vieillissement normal. C’est une des raisons 

expliquant d’une part le sous diagnostic de la maladie et d’autre part le retard du 
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diagnostic. A la fin de l’évolution, c’est-à-dire aux stades ultimes de la dégradation 

cognitive et comportementale, il est également difficile de retrouver à l’examen des 

stigmates spécifiques d’une affection en raison des difficultés de l’évaluation (tests 

psychométriques voire neuropsychologiques non réalisables). D’où l’importance de 

l’interrogatoire de l’entourage sur le mode d’installation des troubles dans le diagnostic de 

la MA. 

II.  Limites des anciens critères de définition de la maladie d’Alzheimer  

 Bien que les anciens critères de définition de la MA aient une sensibilité globalement 

satisfaisante pour le diagnostic de la MA (81%), leur spécificité est globalement faible 

(70%) (Knopman et al., 2001). Par ailleurs, selon certaines données post-mortem, les 

manifestations caractéristiques d’une MA et d’une maladie vasculaire peuvent être 

associées dans 20% des cas (Inserm, 2007). De plus, dans la MA, les premières lésions 

cérébrales sont présentes plusieurs années avant l’apparition des premiers symptômes. 

Cette phase pré-symptomatique, où les lésions s’installent à bas bruit, précède une phase 

de transition où les symptômes apparaissent sans atteindre les critères de démence et donc, 

selon ces classifications (DSM-V, NINCDS-ADRDA), de MA. En effet, plusieurs auteurs 

ont cherché à repérer cette première phase symptomatique de la MA, en identifiant des 

sujets atteints de troubles mnésiques ou d’autres troubles cognitifs, mais pas suffisamment 

sévères pour altérer l’autonomie (Flicker et al., 1991). Ces études ont montré que ces 

patients, par rapport à d’autres sujets du même âge mais sans troubles cognitifs, avaient un 

risque élevé de développer un syndrome démentiel après une ou quelques années de suivi 

(Flicker et al., 1993 ; Petersen et al., 1999). Le terme utilisé pour définir l’atteinte de ces 

patients était celui de Mild Cognitive impairement (MCI) ou troubles cognitifs légers, 

comprenant plusieurs formes : le MCI amnésique pur, le MCI intéressant plusieurs 

domaines cognitifs incluant la mémoire, le MCI portant sur plusieurs domaines cognitifs à 

l’exclusion de la mémoire et le MCI caractérisé par un déficit dans un domaine isolé, en 

dehors de la mémoire (Petersen, 2004 ; Winblad et al., 2004) (Figure 6). 
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Figure 6 Critères élargis du MCI. 

D’après Winblad et al. (2004). 

 
Le but de cette classification étant de prédire au mieux la pathologie sous-jacente aux 

troubles constatés. En effet, le MCI amnésique pur, pour lequel le déficit est limité à la 

mémoire épisodique, évolue le plus souvent vers une MA, alors que l’évolution des autres 

types de MCI est beaucoup plus hétérogène. Ce pourquoi, certains auteurs ont considérés 

qu’il était temps d’identifier les patients atteints de MA au stade pré-démentiel, sur la base 

de troubles mnésiques avérés et des données de la neuro-imagerie ou de marqueurs 

biologiques. 

III.Nouveaux critères de définition de la MA 

 Une nouvelle révision des critères de définition de la MA effectuée par Dubois et al. 

(2010) permet l’identification de la MA quel que soit le stade de l’affection, avant même 

le seuil de la démence. Ils reposent sur la mise en évidence d’un trouble significatif et 

inaugural de la mémoire épisodique associé à une atrophie hippocampique à l’IRM 

cérébrale, d’une modification des biomarqueurs du liquide céphalo-rachidien (A , 

Protéine tau et phospho-tau), d’un profil d’hypoperfusion au SPECT ou 

d’hypométabolisme au Pet-scan (Dubois et al., 2010). Ces nouveaux critères permettent 

d’établir deux types de MA : la MA typique et la MA atypique, mais surtout un diagnostic 

précoce. 
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 En effet, la MA (typique) est une maladie latente, qui évolue pendant plusieurs années, 

avant l’apparition des premiers troubles cognitifs, et aboutit à un tableau démentiel 

(Figure 7).  

 

Figure 7 Discordance entre la clinique de la maladie d’Alzheimer et les lésions 
neuropathologiques. 

  

 Dans ce sens, le recours aux biomarqueurs du LCR et à la neuroimagerie permet non 

seulement d’améliorer les performances diagnostiques, mais également un diagnostic 

précoce. Ceci permet d’une part, d’instaurer plus rapidement une prise en charge adaptée, 

mais également une meilleure caractérisation des patients pouvant être inclus dans les 

essais thérapeutiques. Dans ce sens, Bloudek et al. (2011), dans une méta-analyse 

évaluant les études dans lesquelles les critères cliniques ont été utilisés, ont montré que le 

recours aux biomarqueurs du LCR (A 42 et proteïnes Tau), améliorait la sensibilité à 84% 

(76-90 %) et la spécificité à 71% (59-81%) pour la MA aussi bien au stade de la démence, 

qu’aux différents stades de MCI (Bloudek et al., 2011 ; Guerreiro et al., 2015). 

Par ailleurs, d’après plusieurs auteurs, les premières modifications des biomarqueurs 

montrent que l’accumulation du peptide A  précède de plusieurs années la maladie (10 à 

20 ans), avec des marqueurs A  précédant les marqueurs Tau de 5 à 10 ans (Buchhave et 

al., 2012 ; Fagan et al., 2014 ; Guerreiro et al., 2015), plaçant le peptide A  avant la 

protéine Tau dans la séquence des évenements concernernant le processus de la maladie 

(Figure 8). 
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Figure 8 Trajectoires des biomarqueurs au cours de la progression de la MA. 

Le peptide A 42 dans le LCR et l’imagerie amyloïde reflètent l’accumulation des plaques 

amyloïdes et évoluent en tandem. L’accumultaion des plaques amyloïdes précède le 

déclin cognitif et fonctionnel de plusieurs années et ne se modifie que progressivement, 

une fois que les symptômes se développent. Comparée à l’A 42 dans le LCR et 

l’imagerie amyloïde, le volume hippocampique à l’IRM, le taux des protéines tau et le 

TEP-FDG sont les biomarqueurs les plus dynamiques de la progression de la maladie, à 

travers le spectre neurobiologique de la maladie. Le déclin cognitif devient évident dès le 

début du stade de MCI précoce, et s’accélère avec la progression de la maladie. Le déclin 

fonctionnel devient évident dès le stade de début de la démence (MCI tardif) et 

s’accélère avec la progression de la maladie. Tous ces points sont conjecturaux à des 

degrés divers et nécessitent une confirmation avec un suivi longitudinal à long terme. 

D’après Aisen et al. (2010) et Petersen (2010). 

 Or, malgré l’établissement de ces critères, le diagnostic de MA demeure un diagnostic 

de probabilité et la certitude n’est établie qu’à l’examen anatomo-pathologique post 

mortem par la présence de deux types de lésions : (i) les plaques amyloïdes dues à 

l’accumulation extracellulaire de peptide A  et (ii) les dégénérescences neurofibrillaires 

intracellulaires liées à l’accumulation intraneuronale de protéine Tau hyperphosphorylée 

(Avramopoulos, 2009) (Figure 9). 
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 Dépôts amyloïdes                        Dégénérescences Neuro-Fibrillaire (DNF) 

Figure 9 Lésions neuropathologiques de la Maladie d’Alzheimer. 

IV.Recommandations pour le diagnostic de la MA 

 La Haute Autorité de Santé (HAS, 2011) et la fédération nationale des CMRR de 

France (Centres Mémoire de Ressources et de Recherche) (FCMRR, 2012) stipulent que 

le diagnostic étiologique de la MA doit être établi par un médecin spécialiste (neurologue, 

gériatre ou psychiatre) et doit reposer sur une collaboration multidisciplinaire. La 

réalisation des évaluations cognitive globale, fonctionnelle, thymique et comportementale 

est laissée à l’appréciation du binôme médecin spécialiste-médecin généraliste traitant. 

Elles peuvent être réalisées en partie par le médecin généraliste, en s’appuyant sur une 

équipe multidisciplinaire qualifiée, ou effectuées dans un centre mémoire. 

 Pour aboutir au diagnostic étiologique et définir l’élaboration du plan de soins et 

d’aides, la démarche devra s’appuyer sur un entretien avec le patient avec, après son 

accord, un accompagnant identifié capable de donner des informations fiables, un examen 

clinique, une évaluation fonctionnelle approfondie, une évaluation cognitive globale, une 

évaluation psychique et comportementale, une évaluation neuropsychologique et des 

examens paracliniques spécialisés. 

1. L’interrogatoire 

L’évaluation initiale peut être réalisée en une ou plusieurs consultations. Il est 

recommandé d'effectuer un entretien avec le patient et, si possible après son accord, 

avec un accompagnant identifié capable de donner des informations fiables.
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L’entretien évalue le type et l’origine de la plainte et reconstitue l’histoire de la 

maladie avec le patient et son accompagnant, en recherchant le mode de début 

insidieux et l’évolution progressive des troubles. L’entretien recherche également 

d’éventuels changements de comportement et un retentissement des troubles sur les 

activités quotidiennes. 

La recherche des antécédents médicaux porte notamment sur : 

les antécédents et les facteurs de risque cérébro-vasculaires ; 

les antécédents familiaux de maladie d’Alzheimer ou de maladies apparentées ; 

la prise de médicaments, d’alcool ou de toxique pouvant induire ou aggraver 

des troubles cognitifs ; 

les antécédents psychiatriques ; 

les antécédents traumatiques; 

un syndrome confusionnel antérieur. 

2. Examen clinique 

L’évaluation initiale peut être réalisée en une ou plusieurs consultations. L’examen 

clinique doit apprécier : 

l’état général (poids) et cardio-vasculaire (hypertension artérielle, troubles du 

rythme cardiaque, etc.) ; 

les déficits sensoriels (visuel, auditif) et moteurs pouvant interférer avec la 

passation des tests neuropsychologiques ; 

le degré de vigilance (recherche d’une confusion mentale). 

L’examen neurologique reste longtemps normal dans la maladie d’Alzheimer. 

L’existence de signes neurologiques (signe de Babinski, syndrome pseudo-bulbaire, 

réflexes archaïques, signes parkinsoniens, myoclonies, mouvements involontaires, 

troubles de l’oculo-motricité, troubles sphinctériens, troubles de la posture et de la 

marche, dysautonomie, etc.) doit faire évoquer un autre diagnostic que celui de 

maladie d’Alzheimer ou l’existence d’une comorbidité. 

3. Evaluation fonctionnelle 

L’évaluation initiale peut être réalisée en une ou plusieurs consultations. Le 

retentissement peut être apprécié à l’aide de l’échelle simplifiée des activités 

instrumentales de la vie quotidienne (IADL simplifiée) comportant les 4 items les plus 
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sensibles (utilisation du téléphone, utilisation des transports, prise de médicaments, 

gestion des finances) (Barberger-Gateau et al., 1992, 1993). La nécessité d’une aide, 

du fait des troubles cognitifs, à au moins un de ces items constitue un retentissement 

significatif de ces troubles sur l’activité quotidienne du patient. 

4. L’évaluation cognitive globale 

L’évaluation initiale peut être réalisée en une ou plusieurs consultations. Il est 

recommandé d’effectuer une évaluation globale de manière standardisée à l’aide du 

Mini Mental State Examination (MMSE) (Folstein et al ., 1975) dans sa version 

consensuelle établie par le groupe de recherche et d’évaluation des outils cognitifs 

(GRECO) (Derouesné et al., 1999 ; Kalafat et al., 2003), qui ne préjuge d’aucune 

étiologie. L’âge, le niveau socioculturel, l’activité professionnelle et sociale, ainsi que 

l’état affectif (anxiété et dépression) et le niveau de vigilance du patient doivent être 

pris en considération dans l’interprétation de son résultat. 

Il n’y a pas d’accord professionnel concernant le choix des autres tests de repérage à 

effectuer dans le cadre d’une évaluation des fonctions cognitives. Parmi les tests 

utilisés et de passation brève, on peut citer : 

des tests de mémoire : épreuve de rappel des 5 mots (Dubois et al., 2002), 

Memory Impairment Screen (MIS) (Buschke et al., 1999; De Rotrou et al., 

2007) ; 

d’autres tests de repérage : test de l’horloge (Manos, 1998), tests de fluence 

verbale (Cardebat et al., 1990), etc. 

5. Evaluation psychique et comportementale 

L’entretien doit rechercher des troubles psycho-comportementaux ou une dépression 

(critères DSM-IV-TR), qui peut parfois se présenter sous l’aspect d’un syndrome 

démentiel, mais surtout peut accompagner ou inaugurer un syndrome démentiel. Cet 

entretien peut s’appuyer sur des échelles telle que la Geriatric Depression Scale (GDS) 

(Reisberg et al., 1982). Cet entretien doit également apprécier le comportement du 

patient pendant l’examen et en situation de vie quotidienne, en recherchant des 

troubles affectifs, comportementaux ou d’expression psychiatrique (troubles du 

sommeil, apathie, dépression, anxiété, hyperémotivité, irritabilité, agressivité, 
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hallucinations, idées délirantes,etc...), qui peuvent être observés dans le cadre d’une 

maladie d’Alzheimer ou d’une maladie apparentée. Cet entretien peut être structuré à 

l’aide d’échelles tel que le NeuroPsychiatric Inventory (NPI) (Cummings et al., 1994) 

et l’échelle de dysfonctionnement frontal (EDF) (Lebert et al., 1998). 

6. Evaluation neuropsychologique 

Le choix des tests neuropsychologiques standardisés et validés à effectuer dans le 

cadre d’une consultation spécialisée est laissé à l’appréciation du professionnel qui les 

réalise. Le bilan neuropsychologique doit évaluer chacune des fonctions cognitives et 

tout particulièrement la mémoire épisodique, la mémoire sémantique, les fonctions 

exécutives, l’attention et les fonctions instrumentales (langage, communication, 

praxies, gnosies, fonctions visuo-constructives, calcul). Les tests appréciant 

notamment la mémoire épisodique verbale avec un apprentissage, comportant un 

contrôle de l’encodage, des rappels libres, indicés, immédiats et différés, ainsi qu’une 

reconnaissance, sont recommandés, par exemple le RL/RI-16 items (Van der Linden et 

al., 2004), ou le RI-48 items (Adam et al., 2004, 2007). L’investigation de chacune 

des fonctions cognitives permet de dresser un profil cognitif. Il met en évidence les 

fonctions qui présentent un déficit et le quantifie mais il précise également celles qui 

sont préservées.  

7. Examens paracliniques 

En présence d’un trouble cognitif avéré, il est recommandé d’orienter les examens 

paracliniques en fonction de l’hypothèse étiologique. 

a. Examens biologiques 

Le bilan biologique doit rechercher une éventuelle cause curable ou dépister 

une comorbidité. Il est recommandé de prescrire un dosage de la TSH, un 

hémogramme, une CRP, une natrémie, une calcémie, une glycémie, une 

albuminémie et un bilan rénal (créatinine et sa clairance). Si ces examens 

biologiques ont été pratiqués récemment pour une raison quelconque, il est 

inutile de les prescrire de nouveau. 
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Un dosage de vitamine B12, un dosage de folates, un bilan hépatique 

(transaminases, gamma GT), une sérologie syphilitique, VIH ou de la maladie 

de Lyme sont prescrits en fonction du contexte clinique. 

b. Imagerie morphologique 

Une imagerie cérébrale systématique est recommandée pour tout trouble 

cognitif avéré de découverte récente. Le but de cet examen est : 

de ne pas méconnaître l’existence d’une autre cause (processus expansif 

ou occupant intracrânien, hydrocéphalie à pression normale, séquelle 

d’accident vasculaire, etc.) ; 

d’objectiver une atrophie associée ou non à des lésions vasculaires. 

Cet examen est une imagerie par résonance magnétique nucléaire (IRM) avec 

des séquences T1, T2, T2* et FLAIR et des coupes coronales permettant de 

visualiser les hippocampes. À défaut une tomodensitométrie cérébrale est 

réalisée. Si une imagerie cérébrale a été récemment pratiquée, il n’est pas 

recommandé de la répéter en l’absence d’éléments susceptibles de la motiver. 

c. Imagerie fonctionnelle 

Dans des cas difficiles ou atypiques, certains examens paracliniques peuvent 

être proposés par les équipes spécialisées. 

La réalisation systématique d’une imagerie par tomographie d’émission 

monophotonique (TEMP), d’une scintigraphie cérébrale avec le ioflupane [123I] 

(DATscan®) ou d’une imagerie par tomographie par émission de positrons 

(TEP) n’est pas recommandée pour porter un diagnostic positif de MA. Une 

TEMP, voire une TEP, peut être demandée en cas de démence atypique, ou s’il 

existe un doute sur une dégénérescence fronto-temporale (DFT) ou autre 

atrophie focale. Un DATscan® peut être envisagé s’il existe un doute sur une 

démence à corps de Lewy (DCL). 

d. Analyse du Liquide Céphalo Rachidien (LCR) 

Une analyse standard du LCR (cellules, glucose, protéines, électrophorèse des 

protéines) est recommandée chez les patients avec une présentation clinique 
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atypique et/ou rapidement évolutive (suspicion de maladie inflammatoire, 

infectieuse, paranéoplasique ou de Creutzfeldt-Jakob). 

Le dosage dans le LCR des protéines Aß42, Tubulin Associated Unit (TAU) 

totales, TAU phosphorylées peut être réalisé en cas de doute diagnostique et en 

particulier chez les patients jeunes. 

e. Electroencéphalogramme (EEG) 

La réalisation d’un électroencéphalogramme (EEG) n’est recommandée qu’en 

fonction du contexte clinique : crise comitiale, suspicion d’encéphalite ou 

d’encéphalopathie métabolique, suspicion de maladie de Creutzfeldt-Jakob, 

etc., ou en cas de confusion ou d’aggravation rapide d’une démence connue 

dans l’hypothèse d’un état de mal non convulsif. 

f. Etude génétique 

Le génotypage de l’apolipoprotéine E n’est recommandé ni comme test de 

dépistage de la maladie d’Alzheimer, ni comme test diagnostique 

complémentaire de la maladie d’Alzheimer. 

Après consentement écrit, la recherche d'une mutation sur l'un des 3 gènes 

actuellement en cause (APP, PSEN1, PSEN2) peut être réalisée chez les 

patients ayant des antécédents familiaux de démence évocateurs d'une 

transmission autosomique dominante. Si une mutation a été identifiée chez un 

patient, un diagnostic présymptomatique peut être réalisé chez les apparentés 

qui le souhaitent avec leur consentement écrit. Ce diagnostic 

présymptomatique ne peut être entrepris que dans le cadre d'une procédure 

d'information et de prise en charge se déroulant au sein d'une consultation 

multidisciplinaire de génétique. 

g. La Biopsie cérébrale 

La biopsie cérébrale peut permettre un diagnostic spécifique dans certaines 

démences de cause rare. Ce prélèvement ne doit être entrepris 

qu’exceptionnellement et dans des centres spécialisés. 
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Chapitre IV – Génétique de la maladie d’Alzheimer et Hypothèses Physiopathologiques 

La maladie d’Alzheimer est une affection polyfactorielle, résultant de l’interraction entre des 

facteurs génétiques et des facteurs environnementaux.  

Dès 1934, il était connu que certaines formes de la MA présentaient une cause génétique, avec 

un mode de transmission autosomique dominant (Lowenberg & Waggoner, 1934). 

Cependant, il aura fallu attendre les années 1980 pour la caractérisation des gènes impliqués. 

Ainsi, à ce jour quatre gènes ont été identifiés avec certitude comme étant impliqués dans 

l’étiologie de la MA. Des mutations des gènes APP, PSEN1 et PSEN2 sont responsables de 

formes monogéniques, et ne concernent que des formes familiales à début précoce (Bekris et 

al., 2010 ; Campion et al., 1999). Tandis que, dans la forme la plus commune de la maladie, 

forme sporadique à début tardif, il existe d'autres déterminants génétiques plus complexes et, 

à ce jour, si plus de 20 loci ont été identifiés comme étant associés à la MA, seul l’allèle E4 

du gène de l'apolipoprotéine E (APOE), a été explicitement établi comme gène de 

susceptibilité (Avramopoulos, 2009 ; Campion et al., 1999). 

Nous aborderons dans ce chapitre, les principaux gènes identifiés comme étant 

potentiellement impliqués dans la pathogénèse de la MA ainsi que les hypothèses 

physiopathologiques associées (Figure 10). 
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Figure 10 Variants communs et variants rares contribuant au risque de la maladie 
d’Alzheimer et mécanismes pathogéniques potentiels. 

D’après Guerreiro et al. (2013), mise à jour par Karch & Goate (2015). 
 

I. MA à début précoce (forme familiale) 

1. Gène précurseur du peptide amyloïde (APP)

 Le gène APP est situé sur le chromosome 21, et code la protéine précurseur du peptide 

amyloïde (Amyloid Precursor Protein). Ce gène a été placé au centre du processus 

pathologique de la MA d’une part, en raison de la découverte du composant principal des 

dépôts amyloïdes, le peptide A , et d’autre part, en raison des similitudes 

neuropathologiques entre les patients atteints de trisomie 21 (syndrome de Down) et les 

patients atteints de la MA (St George-Hyslop et al., 1987 ; Tanzi et al., 1987). 

 Des mutations rares sur le gène de l’APP ont été identifiées comme impliquées dans la 

MA à début précoce (forme familiale). Ces mutations ont une pénétrance élevée. Elles 

sont pour la plupart liées à une transmission autosomique dominante et augmentent le taux 

relatif du peptide Aß42, son agrégation et une apparition précoce de la maladie, 

généralement à partir de la quatrième ou cinquième décennie de vie. Toutes les mutations 

faux-sens du gène de l’APP, en raison de leur positionnement à l’intérieur ou à côté des 
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exons codant l’A  (exon 16 et exon 17) de l’APP, influencent la protéolyse de l’APP et/ou 

son agrégation (Mayeux & Stern, 2012). Par ailleurs, outre ces mutations ponctuelles, une 

duplication du gène de l’APP ou une microduplication sur un locus de l’APP ont 

également été décrites comme responsables de certaines formes autosomiques dominantes 

(Rovelet-Lecrux et al., 2006). 

 Bien que des variants rares de ce type aient également été observés dans les familles 

de patients atteints de MA à début tardif (Athan et al., 2001), les mutations sur le gène de 

l’APP représentent une fraction très faible (moins de 1% de tous les patients atteints de 

maladie d’Alzheimer).   

2. Gène de la préséniline 1 (PSEN1)

 Le gène PSEN1 est situé sur le chromosome 14 et code la préséniline 1. C’est en 1995 

qu’a été décrite pour la première fois l’existence de mutations pathogènes sur un gène 

jusque là inconnu, et dénommé préséniline 1 (Sherrington et al., 1995).  

 A ce jour, plus de 182 mutations différentes sur le gène PSEN1 chez 401 familles ont 

été décrites comme associées à la maladie d'Alzheimer. Ces mutations expliquent la 

majorité des formes autosomiques dominantes de la MA. La majorité des mutations sur 

PSEN1 correspondent à la substitution d’un seul nucléotide, mais des petites insertions ou 

délétions ont également été décrites. PSEN1 participe au complexe -sécrétase. De ce fait, 

les mutations sur PSEN1 modifient le clivage protéolytique de l’APP médié par la -

sécrétase, ce qui entraîne une augmentation relative de petides A 42 toxiques par rapport 

aux peptides A 40 (augmentation du rapport Aß42/A 40 par augmentation des peptides 

Aß42 et/ou une diminution des peptides A 40), suggérant un mécanisme par perte de 

fonction partielle plutôt que par gain de fonction (Murayama et al., 1999 ; Tanzi, 2012 ; 

Walker et al., 2005). 

3. Gène de la préséniline 2 (PSEN2)

 Le gène PSEN2 est situé sur le chromosome 1 et code la préséniline 2. C’est 

également en 1995 que Levy-Lahad et al. (1995a,b) ont montré l’existence d’un locus 

situé sur le chromosome 1, impliqué dans la MA. La mise en évidence d’une très forte 

homologie de séquence entre un ADN complémentaire issu de ce locus et le gène PSEN1 

a alors conduit à nommer ce gène PSEN2. 
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 A ce jour, seules 14 mutations sur le gène PSEN2 ont été rapportées chez 23 familles. 

Ces mutations sont responsable des formes autosomiques dominantes de la MA. De façon 

similaire à ce qui a été observé pour le gène PSEN1, certaines de ces mutations 

entraîneraient une augmentation relative de petides A 42 toxiques par rapport aux peptides 

A 40 (Murayama et al., 1999 ; Tanzi, 2012 ; Walker et al., 2005) (Tableau 2). 

Tableau 2 Gènes/Loci impliqués dans la MA à début précoce et hypothèses 
physiopathologiques. 

Gènes/Loci Chr Principales altérations Mécanismes physiopathologiques 

MA
à

début
précoce

APP 
PSEN1 
 
PSEN2

21 
14 
 
1

Mutations, duplication 
Mutations 
 
Mutations

Production accrue d’A  
Production accrue d’A  (activité -
sécrétase) 
Production accrue d’A  (activité -
sécrétase)

Chr = chromosome, MA = Maladie d’Alzheimer, A  = peptide amyloïde . 

 

4. Hypothèse physiopathologique ou hypothèse de la cascade amyloïde  

 Bien que les mutations de ces trois gènes représentent des causes rares de la MA, leur 

découverte appuie grandement un rôle pivot du peptide A  dans la pathogenèse de cette 

maladie. En effet, la découverte des mutations responsables de formes monogéniques de 

la MA, le lien de causalité entre mutations, fonctions des gènes mutés et développement 

de la maladie a donné lieu à l’émergence d’une hypothèse physiopathologique qui a 

permis d’orienter notre compréhension de la MA : l’hypothèse de la cascade amyloïde. 

 Cette hypothèse, s’appuyant sur le fait que les mutations pathogènes soient 

systématiquement associées à une modification du métabolisme de la protéine APP, et 

plus particulièrement à une surproduction relative de peptides neurotoxiques A 42, a placé 

ce métabolisme au centre du processus pathologique. Selon cette hypothèse, ce serait la 

surproduction relative de ces peptides A 42 qui conduirait à la dégénérescence neuro-

fibrillaire, puis à la mort neuronale (Hardy, 1997 ; Hardy & Selkoe, 2002) (Figure 11). 

 Néanmoins, les processus neurodégénératifs pourraient également résulter d'un 

déséquilibre entre la production et la clairance de peptides A , ce qui suggère que d'autres 

gènes impliqués dans ces voies pourraient également s’avérer être des facteurs de risque. 
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Figure 11 Hypothèse de la cascade amyloïde. 

Les données génétiques, biochimiques et neuropathologiques suggèrent que l’aggrégation du 

peptide A  est au cœur de l’initiation du processus pathogénique de la maladie (Hardy & 

Selkoe, 2002). Par ailleurs, d’une part, la dégénérescence neurofibrillaire est fortement 

corrélée à un dysfonctionnement neuronal et à la progression de la maladie et d’autre part, la 

phase clinique de la maladie est marquée par une perte synaptique, une mort neuronale 

sélective, une perte des neurotransmetteurs et une neuroinflammation (Holtzman et al., 2011). 

II. La MA à début tardif (forme sporadique) 

1. Gène de l’Apoliprotéine E (APOE)

 C’est en 1993 qu’a été rapportée, pour la premiere fois, l’association du gène APOE 

avec la MA (Strittmatter et al., 1993). Le gène APOE est situé sur le chromosome 

19q13.2. Il présente trois allèles majeurs, 2, 3, et 4. L’allèle 3, le plus fréquent chez les 

caucasiens (80%), est caractérisé au niveau de la protéine par une arginine au codon 112 

et une cystéine au codon 158. L’allèle 4 (12%) diffère au niveau protéique par une 
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arginine au codon 158, et l’allèle 2 (8%) par une cystéine au codon 112. Les isoformes 

correspondantes sont respectivement APOE2, APOE3 et APOE4. 

 L’allèle 3 est considéré comme un allèle neutre, l’allèle 2 comme un allèle 

protecteur et l’allèle 4 comme un allèle à risque élevé. Par ailleurs, il existe une relation 

dose-effet d’une part, entre le nombre de copies de l’allèle 4 chez un individu et le risque 

de développer l’affection (risque relatif = 3,2 et 14,9 pour 3 4 et 4 4, respectivement) 

(Farrer et al., 1997) et d’autre part, avec l’âge du début de la maladie (Corder et al., 1993). 

APOE est un régulateur du métabolisme des lipoprotéines (Mahley, 1988) qui joue 

plusieurs rôles dans le système nerveux central, tels que le transport du cholestérol, la 

neuroplasticité et l’inflammation (Kim et al., 2009a). 

 Plusieurs hypothèses physiopathologiques ont été proposées quant à l’implication de 

l’APOE dans le processus physiopathologique de la MA. 

Hypothèse de la cascade amyloïde :  

 L’existence d’une corrélation entre la présence de l’allèle 4 et une augmentation des 

dépôts amyloïdes laisse penser que l’APOE est un déterminant essentiel de la formation 

des dépôts amyloïdes et qu’il faille intégrer l’APOE dans l’hypothèse de la cascade 

amyloïde. En effet, APOE influence de façon directe ou indirecte la formation des dépôts 

amyloïdes. Les arguments les plus forts ont été obtenus dans des modèles de souris 

transgéniques, où il a été démontré qu’un nombre croissant de copies du gène APOE 

humain faisait baisser la quantité de dépôts amyloïdes (Holtzman  et al., 1999, 2000 ; 

Fagan, 2002). Koistinaho et al. (2004) ont suggéré que l’APOE intervenait dans un 

premier temps dans la dégradation du peptide amyloïde. Cette hypothèse a été confortée 

par les travaux menés sur l’expression de l’APOE au niveau du tissu cérébral, où la 

quantité d’ARNm issus du gène APOE était inversement corrélée à la quantité de dépôts 

amyloïdes (Lambert et al., 2005). De plus, des polymorphismes entraînant une diminution 

de l’expression de ce gène étaient associés à une augmentation de la quantité des dépôts 

amyloïdes et du risque de développer la MA (Lambert et al., 2001, 2002, 2005). 

 Inversement, les études neuropathologiques et de neuro-imagerie ont démontré que la 

présence de l’allèle APOE 4 était corrélée à une augmentation et à une accélération des 

dépôts amyloïdes, facilitant ainsi l’amyloïdogénèse (Morris et al., 2010 ; Rebeck et al., 

1993 ; Reiman et al., 2009). Par ailleurs, d’autres études ont montré une corrélation entre 

le génotype APOE et la quantité de peptides A 42 et de la protéine tau dans le LCR 

(Cruchaga et al., 2013 ; Kauwe et al., 2010 ; Morris et al., 2010). 
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 Enfin, toujours dans le cadre de l’hypothèse de la cascade amyloïde, l’APOE pourrait 

jouer un rôle essentiel aussi bien au niveau du métabolisme de l’APP via son rôle majeur 

dans le transport du cholestérol (Koudinov et al., 1998), qu’au niveau de la prise en 

charge de la toxicité du peptide amyloïde (Holtzman, 2001), notamment à travers ses 

interactions avec certains récepteurs comme LRP1 (Lipoprotein Receptor-related Protein 

1) (Verghese et al., 2013). En effet, APOE en se liant aux peptides A  neurotoxiques 

influencerait la clairance et, par conséquent, l’agrégation des peptides A  (Castellano et 

al., 2011 ; Kim et al., 2009). 

Autres hypothèses : 

 Certains auteurs ont proposé que l’APOE4 pourrait favoriser ou provoquer une 

altération de la croissance de l’arborisation neuritique (Nathan et al., 1994), augmenter le 

stress oxydant (Miyata et al., 1996), favoriser l’hyperphosphorylation des protéines tau 

(Strittmatter et al., 1994), exercer une toxicité propre via les produits de son métabolisme 

(Crutcher et al., 1994), ou provoquer une altération des fonctions mitochondriales (Gibson 

et al., 2000). 

2. Gène de la clustérine (CLU)

 Le gène CLU est situé sur le chromosome 8p21.1 et code la clustérine qui est une 

apolipoprotéine portant plusieurs noms : Dimeric Acid glycoprotein (DAG), Testosterone 

repressed prostate message-2 (TRPM-2), sulfated glycoprotein 2 (SGP-2), et complement 

lysis inhibitor (CLI). Il existe 2 isoformes (1 et 2) avec des actions antagonistes 

concernant l’apoptose. L’isoforme 2 est surexprimé dans des conditions de stress 

cellulaire et exerce un effet protecteur contre l’apoptose. La clustérine est également 

impliquée dans plusieurs processus biologiques tels que le transport lipidique, la 

protection membranaire, la régulation de la voie du complément, l’adhésion cellulaire et 

l’apoptose (Jones & Jomary, 2002). Elle est présente au niveau du plasma, des urines, du 

lait, du LCR, et du sperme. 

 Les études d’association pangénomiques (GWAS) ont permis de mettre en évidence 

des associations entre certains SNPs et la MA à début tardive. Tandis que les SNPs 

rs11136000, rs9331888, rs2279590, rs7982 et rs7012010 seraient associés à une 

diminution du risque (Harold et al., 2009 ; Hollingworth et al., 2011 ; Lambert et al., 2009 

; Naj et al., 2011 ), rs9331896 augmenterait le risque de MA à début tardif (Lambert et al., 

2013).Néanmoins, l’impact fonctionnel de ces polymorphismes reste mal compris. Le 
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SNP rs9331888 serait associé à l’expression d’un variant d’épissage alternatif (Castellano 

et al., 2011), tandis que rs11136000 et rs9331888 seraient associés à la concentration de 

clustérine plasmatique (Schurmann et al., 2011 ; Szymanski et al., 2011 ; Xing et al., 

2012). 

 En effet, plusieurs études ont montré que des concentrations élevées de clustérine 

plasmatique étaient associées à une atrophie cérébrale, à la progression et à la sévérité de 

la maladie (Kiddle et al., 2014 ; Schrijvers et al., 2011 ; Thambisetty et al., 2010). Avant 

même l’identification du risque associant MA et clustérine par les GWAS, certaines 

études avaient montré une expression élevée de l’ARNm de la clustérine au niveau du 

cerveau de sujets atteints de MA (Allen et al., 2012 ; Karch et al., 2012), et la clustérine 

était détectée dans les plaques amyloïdes (Calero et al., 2000 ; May et al., 1990). Par 

ailleurs, il a été démontré in vitro que la clustérine purifiée interagissait avec le peptide A  

et influençait la formation des fibrilles (Matsubara et al., 1995 ; Matsubara et al., 1996 ; 

Oda et al., 1995). Dans ce sens, une autre étude a montré que les souris transgéniques 

déficientes en clustérine présentaient moins de fibrilles, moins de dystrophie neuritique et 

des concentrations anormales de peptides A  solubles (Demattos et al., 2002). La 

clustérine serait donc susceptible d’influencer la clairance des peptides A , les dépôts 

amyloïdes et la neurotoxicité. 

 Par ailleurs, la clustérine joue également un rôle dans la voie du complément. En effet, 

elle module le complexe d’attaque membranaire (MAC), où elle inhibe la réponse 

inflammatoire associée à l’activation du complément (Jones & Jomary, 2002). Comme la 

neuroinflammation est une des caractéristiques de la MA, les SNPs qui altèrent 

l’expression ou les fonctions de la clustérine comme agent de réponse amyloïde, 

pourraient affecter la pathogénèse de la MA et ses effets en aval (Karch & Goate, 2015). 

3. Gène Phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein (PICALM)

 Le gène PICALM est situé sur le chromosome 11q14 et code une protéine 

d’assemblage de la clathrine. Cette protéine recrute la clathrine et un complexe de 

protéines adaptatrices (AP2) vers les membranes cellulaires, où elle joue un rôle important 

dans la détermination de la quantité de membranes à recycler, via la régulation de la taille 

de la cage de clathrine (Baig et al., 2010). PICALM est exprimé majoritairement au niveau 

des neurones (Xiao et al., 2012) où il joue un rôle essentiel dans la fusion des vésicules 

synaptiques à la membrane présynaptique, via le transport des protéines membranaires 
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associées aux vésicules VAMP2 (vesicle-associated membrane protein) (Harel et al., 

2008). 

 Les études d’association pangénomiques (GWAS) ont montré qu’il existait une 

association entre PICALM et MA à début tardif, notamment au niveau de 2 SNPs, 

rs3851179 et rs541458 (Harold et al., 2009 ; Lambert et al., 2009 ; Lambert et al., 

2013),en l’occurence les effets de ces 2 SNPs restent à déterminer. Néanmoins, certaines 

études suggèrent que PICALM, de par son rôle essentiel dans l’endocytose et dans la 

fonction synaptique, interviendrait dans le processus physiopathologique de la MA. D’une 

part, l’endocytose serait essentielle dans le processus normal de l’APP qui est au cœur de 

la pathogénèse de la MA (Karch & Goate, 2015). D’autre part, l’activité synaptique et la 

libération des neurotransmetteurs seraient altérées dans la MA (Holtzman et al., 2011). 

Dans ce sens, Xiao et al. (2012) ont montré qu’une perturbation de l’expression de 

PICALM in vitro altérait le transport de l’APP, et qu’une surexpression de PICALM in 

vivo augmentait les dépôts de plaques amyloïdes chez la souris transgénique. Une autre 

étude suggère que PICALM, en se liant aux autophagosomes, jouerait également un rôle 

dans la clairance des peptides A  médiée par l’autophagie (Tian et al., 2013).   

4. Gène Bridging integrator (BIN1)

 Le gène de BIN1 est situé sur le chromosome 2q14.3 et code plusieurs isoformes d’une 

protéine adaptatrice nucléocytoplasmique (Ren et al., 2006). Les isoformes exprimés au 

niveau du système nerveux central seraient impliqués dans la régulation de l’endocytose 

(vésicules synaptiques), la réponse immunitaire et l’homéostasie calcique. En effet, BIN1 

interagit avec la clathrine et AP2/ -adaptine (complexe de protéines adaptatrices) et se lie 

aux membranes lipidiques, induisant une déformation membranaire (McMahon et al., 

1997 ; Ramjaun et al., 1998 ; Tsutsui et al., 1997). Les études d’association 

pangénomiques ont également montré une association entre BIN1 et le risque de MA 

(Biffi et al., 2010 ; Harold et al., 2009 ; Lambert et al., 2009 ; Naj et al., 2011). Mais bien 

que BIN1 ait des fonctions pertinentes à plusieurs niveaux de la pathogénèse de la MA, le 

rôle exact de BIN1 et de sa variante fonctionelle associée à la MA n’est pas résolu. 

En effet, plusieurs hypothèses sont avancées : BIN1 pourrait jouer un rôle dans le 

processus de tauopathie en interagissant avec d’autres protéines associées aux 

microtubules (CLIP-170) (Meunier et al., 2009). D’autres études ont montré que BIN1 
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serait impliqué dans l’endocytose médiée par la clathrine et le transport endocellulaire des 

endosomes pouvant ainsi modifier le trafic de l’APP (routage) (Pant et al., 2009 ; 

Thinakaran & Koo, 2008). Enfin, BIN1 serait impliqué dans la phagocytose par les 

macrophages et se lie aux -intégrines, qui régulent la réponse immunitaire (Wixler et al., 

1999). 

5. Gène Sortilin-related receptor L (SORL1)

 Le gène SORL1 (Sortilin-related receptor L) est situé sur le chromosome 11q23.2 et 

code une mosaïque de protéines qui appartiennent à au moins deux familles, VPS-10 

(vacuolar protein sorting) et LDLR (Low Density lipoprotein receptor). Lambert et al. 

(2013) ont montré que le SNP rs11218343 situé à proximité de SORL1 était associé au 

risque de MA. 

 Plusieurs hypothèses ont été formulées. D’une part, SORL1 dirige l’APP vers les voies 

d’endocytose en vue d’un recyclage (Rogaeva et al., 2007), et jouerait un rôle important 

dans la génération des peptides A  (Offe et al., 2006 ; Schmidt et al., 2007 ; Spoelgen et 

al., 2006). Dans ce sens, une étude réalisée chez des souris déficientes en SORL1 

retrouvait des concentrations élevées de peptides A  (Dodson et al., 2008), tandis que 

d’autres études montraient que l’expression de l’ARNm SORL1 était diminuée dans le 

cerveau de sujets atteints de MA (Dodson et al., 2006 ; Sager et al., 2007 ; Scherzer et al., 

2004). D’autre part, SORL1 étant aussi un récepteur liant les lipoprotéines dont APOE, il 

intervient dans son absorption par les voies d’endocytose (Rogaeva et al., 2007). De ce 

fait, le rôle de SORL1 dans le contrôle du clivage de l’APP et de l’absorption d’APOE 

semble critique pour le maintien des fonctions de signalisation au niveau cérébral. 

6. Gène ATP-binding cassette, sub-family A transporter A7 (ABCA7)

Le gène ABCA7 (ATP-binding cassette, sub-family A, transporter A7) est situé sur le 

chromosome 19q13.3, et peut subir un épissage alternatif pouvant générer deux produits 

de transcription qui sont tous les deux exprimés dan le cerveau (Ikeda et al., 2003). Ce 

gène code une protéine faisant partie de la superfamille des transporteurs (ABC), jouant 

un rôle dans le transport des substrats à travers les membranes cellulaires (Kim et al., 

2008). Plusieurs SNPs situés à proximité du gène ABCA7 ont été identifiés par les études 

d’association pangénomiques (GWAS) comme étant associés au risque de MA à début 

tardif (rs3764650, rs4147929) (Harold et al., 2009 ; Hollingworth et al., 2011 ; Lambert et 
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al., 2013 ; Liao et al., 2014 ; Naj et al., 2011). Cependant, l’impact de ces 

polymorphismes sur la fonction d’ABCA7 demeure inconnu (Karch et al., 2012 ; Vasquez 

et al., 2013), bien que plusieurs hypothèses aient été formulées à partir d’études montrant 

que ABCA7 était exprimé au niveau de l’hippocampe et à des niveaux d’expression dix 

fois plus élevés au niveau des cellules microgliales d’une part (Kim et al., 2006), et que 

l’expression de l’ARNm d’ABCA7 dans les autopsies de cerveaux de sujets atteints de MA 

était associée à un déclin cognitif avancé d’autre part (Kiddle et al., 2014 ; Vasquez et al., 

2013). Par ailleurs, des études ont montré qu’ABCA7 stimulait la mobilisation du 

cholestérol et inhibait la sécrétion de peptides A  in vitro (Chan et al., 2008) et que les 

souris déficientes en ABCA7 présentaient des dépôts élevés de peptides A  (Kim et al., 

2013).  

 D’autres études ont montré qu’ABCA7 jouait un rôle dans la régulation de la 

phagocytose des cellules apoptotiques par les macrophages via le C1q de la voie du 

complément (Jehle et al., 2006) et qu’une expression élevée d’ABCA7 augmentait la 

phagocytose microgliale des cellules apoptotiques et des peptides A  (Jehle et al., 2006 ; 

Kim et al., 2013 ; Tanaka et al., 2011a,b). 

 De ce fait, ABCA7 pourrait influencer le risque de MA via le transport du cholestérol 

(transfert du cholestérol à l’APOE) ou via la clairance des peptides A  (Chan et al., 2008 ; 

Kim et al., 2013 ; Wildsmith et al., 2013). 

7. Gène récepteur de déclenchement exprimé sur les cellules myéloïdes 2 (TREM2)

 Le gène TREM2 (Triggering Receptor Expressed on myeloid Cells 2) est situé sur le 

chromosome 6q21.1 et code une protéine membranaire qui forme un complexe de 

récepteurs de signalisation avec le TYROBP (Thyrosine Kinase binding Protein) 

(Colonna, 2003). 

 De rares mutations faux-sens dans le gène TREM2 ont été rapportées comme 

augmentant le risque de MA à début tardif. La variante la plus commune décrite dans les 

populations d’origine européenne, R47H (rs75932628) augmenterait le risque de MA de 

deux fois (Benitez et al., 2013 ; Bertram et al., 2013 ; Giraldo et al., 2013 ; Guerreiro et 

al., 2013 ; Jonsson et al., 2013). Cependant, il persiste un débat sur le risque conféré chez 

les sujets TREM2 R47H (risque allant de 1,7 à 3,4) (Guerreiro & Hardy, 2013 ; Pottier et 

al., 2013). Ces résultats impliquent fortement la variante TREM2 dans la pathogénèse de 

la MA. Compte tenu du rôle anti-inflammatoire de TREM2 dans le cerveau, la 
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substitution R47H pourrait conduire à une prédisposition accrue à la MA par l’altération 

des processus inflammatoires. Bien que ce variant se produise moins fréquemment que 

l’allèle ApoE 4, elle confère un risque de la MA similaire à celui de l’ApoE 4 (Jiang et 

al., 2013b). Par ailleurs, TREM2 est fortement exprimé au niveau de la substance blanche, 

de l’hippocampe et du neocortex, ce qui est en partie compatible avec les caractéristiques 

neuropathologiques de la MA (Jiang et al., 2013b), indiquant l’implication possible de 

TREM2 dans la pathogénèse de la MA. En effet, compte tenu de l’implication de TREM2 

dans le rôle phagocytaire des cellules microgliales sur les plaques amyloïdes, il est 

possible que la réduction de l’activité du TREM2 causée par la substitution R47H, puisse 

conduire à la MA, par l’incapacité du cerveau à éliminer les produits toxiques (clairance). 

 TREM2 pourrait donc avoir un rôle dans l’inflammation chronique et pourrait stimuler 

la production de chimiokines et cytokines (Jiang et al., 2013b). Elle aurait également un 

rôle dans le déclenchement de l’activation de la réponse immunitaire dans les 

macrophages et les cellules dendritiques. 

8. Gène Siglec 3 (CD33)

 Le gène Siglec 3 (CD33) est situé au niveau du chromosome 19q13.3 et code la 

protéine CD33 qui fait partie de la famille de récepteurs appelés « member of the sialic 

acid-binding Ig-like lectin family of receptors », protéine exprimée au niveau des cellules 

myéloïdes et des cellules microgliales (Crocker et al., 1997 ; Griciuc et al., 2013 ; Malik 

et al., 2013). 

 Dans la MA à début tardif, les études d’association pangénomiques ont identifié un 

SNP à proximité de CD33, rs3865444, comme réduisant le risque de la maladie (Bertram 

et al., 2008 ; Hollingworth et al., 2011 ; Naj et al., 2011). Ce SNP était associé à une 

augmentation de délétion de l’exon 2 de CD33 (Malik et al., 2013). Par ailleurs, Malik et 

al. (2013) ont montré que rs12459419 régulait l’efficacité de l’épissage de l’exon 2 sur 

CD33, et que l’épissage de CD33 influençait l’activation des cellules microgliales. Dans 

ce sens, CD33 pourrait jouer un rôle dans la pathogénèse de la MA via la clairance des 

peptides A , ou les voies de la neuroinflammation médiées par les cellules microgliales. 

En effet, il a été démontré que l’expression de l’ARNm de CD33 était augmentée dans les 

cellules microgliales et dans le cerveau proportionellement au déclin cognitif d’une part 

(Griciuc et al., 2013 ; Karch et al., 2012), et que l’allèle mineur de rs3865444 était associé 
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à une diminution de l’expression de l’ARNm CD33 et de la concentration d’A 42 

insoluble dans le cerveau de sujets atteints de MA, d’autre part (Griciuc et al., 2013). 

9. MS4A (Membrane-Spanning 4-domains sub family A) 

 MS4A (Membrane spanning 4-domains subfamily A) est un locus contenant plusieurs 

gènes associés à la réponse inflammatoire : MS4A4A (Membrane-Spanning 4-domains sub 

family A, member 4A), MS4A4E (Membrane-Spanning 4-domains sub family A, member 

4E), et MS4A6E (Membrane-Spanning 4-domains sub family A, member 4E), situés au 

niveau du chromosome 11. Ces gènes sont exprimés au niveau des cellules myéloïdes et 

des monocytes. Bien que cette famille de gènes reste mal caractérisée, MS4A est 

structurellement similaire à CD20 (Howie et al., 2009).  

 Les études d’association pangénomiques ont montré que rs983392 situé à proximité de 

MS4A6E était associé à un risque diminué de MA, alors que rs670139 situé à proximité de 

MS4A4E était associé à un risque élevé (Hollingworth et al., 2011 ; Lambert et al., 2013 ; 

Naj et al., 2011). Par ailleurs, une autre étude a montré que l’expression de l’ARNm 

MS4A6E et rs670139 était associée aux dépôts amyloïdes et à la dégénérescence 

neurofibrillaire (Karch et al., 2012). Cependant, la signification fonctionelle de ces SNPs 

n’est à ce jour pas élucidée, bien que la similitude structurelle avec CD20 suggère que 

MS4A interviendrait dans la pathogénése de la MA via la réponse immunitaire. 

10. Gène Ephrin type-A receptor 1 (EPHA1)

 Le gène EPHA1 (Ephrin Type-A receptor 1) est situé sur le chromosome 7q34 et fait 

partie de la sous-famille des récepteurs de l’ephrine et de la famille des récepteurs 

thyrosine kinase (Yamazaki et al., 2009). Les études d’association pangénomiques ont 

montré une association entre EPHA1 et la MA notament au niveau de deux SNPs : 

rs11767557 situé à proximité d’EPHA1 (Hollingworth et al., 2011 ; Naj et al., 2011) et 

rs11771145 (Lambert et al., 2013). En l’occurrence, bien qu’aucune signification 

fonctionelle de ces SNPs n’ait été démontrée à ce jour (Karch et al., 2012), certains 

auteurs supposent que malgré le fait que le SNP le plus fortement associé à la MA soit 

proche d’EPHA1, il existe plusieurs autres gènes en déséquilibre de liaison dans la région 

définie par ce SNP, et de ce fait, que le SNP fonctionnel pourrait être dans EPHA1 ou 

affecter l’expression d’un de ces gènes voisins (Karch & Goate, 2015). 
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 Néanmoins, certains études suggèrent que EPHA1 pourrait intervenir dans la 

pathogénèse de la MA notamment grâce à son rôle dans le guidage axonal et la plasticité 

synaptique (Lai & Ip, 2009 ; Martinez et al., 2005) et par le fait qu’il soit exprimé par les 

lymphocytes T CD4+ et monocytes (Sakamoto et al., 2011). 

11. Gène CD2-Associated protein (CD2AP)

 Le gène CD2AP (CD2-Associated protein) est situé sur le chromose 12p12.3 et code 

une protéine de structure impliquée dans la réorganisation du cytosquelette et le transport 

intracellulaire (Dustin et al., 1998). Trois SNPs, rs9296559, rs 9349407 et rs 10948363, 

ont été identifiés comme étant associés à la MA (Hollingworth et al., 2011 ; Naj et al., 

2011). La signification fonctionelle de ces SNPs n’est pas identifiée à ce jour, d’autant 

que l’expression de l’ARNm CD2AP n’est pas altérée dans le cerveau des sujets atteints 

de MA (Karch et al., 2012). Cependant, certains auteurs supposent que CD2AP 

interviendrait dans la pathogénése de la MA via l’endocytose (Karch & Goate, 2015). En 

effet, il a été démontré chez la souris transgénique déficiente en CD2AP que la fonction 

lysosomale était altérée, suggérant que CD2AP serait un régulateur essentiel du transport 

des vésicules au lysosome (Cormont et al., 2003). 

12. Gène Phospholipase D family, member 3 (PLD3)

 Le gène PLD3 (Phospholipase D family, member 3) est situé sur le chromosome 

19q13.2 et son épissage alternatif conduit à la production de 25 transcripts. Bien que le 

gène PLD, code des protéines (enzymes) qui catalysent l’hydrolyse des phospholipides 

membranaires, le gène PLD3 reste mal caractérisé et « non classique », sans activité 

catalytique (Munck et al., 2005). Cruchaga et al. (2014), ont identifié un variant rare 

(PLD3 V232M) comme associé à la MA, mais le mécanisme par lequel PLD3 

interviendrait dans la MA reste inconnu (Cruchaga et al., 2014), néanmoins, il est proposé 

que comme les protéines PLD classiques catalysent l’hydrolyse de la phosphatidylcholine 

pour produire l’acide phosphatidique, qui agit comme un effecteur dans l’endocytose 

(McDermott et al., 2004), PLD3 pourrait de ce fait être impliqué dans la pathogénèse de la 

MA (Cai et al., 2006a,b ; Jin et al., 2007 ; Oliveira et al., 2010). 
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13. Gène ADAM Metallopeptidase domain 10 (ADAM10)

 Le gène ADAM10 (A desintegrin and metallopeptidase domain 10) est situé sur le 

chromosome 15. Ce gène code une famille de protéines (ADAM) qui clivent de 

nombreuses protéines dont TNF-  et E-cadherine. Les membres de la famille ADAM sont 

des protéines de surface cellulaire, impliquées dans la régulation de fonctions cellulaires 

variées telles que l’adhérence, la migration, la fusion ou la prolifération cellulaire 

(Wolfsbergt et al., 1993). Elles sont également liées à des processus fonctionnels tels que 

la différentiation des cellules nerveuses et le guidage axonal. Kim et al. (2009b) ont 

rapporté que deux mutations rares, Q170H et R181G, étaient associées à un risque élevé 

de MA. Dans ce sens, Suh et al. (2013) ont montré que ces deux mutations atténuaient 

l’activité des -sécrétases et transféraient le métabolisme de l’APP vers un clivage par les 

-sécrétases, suggérant qu’ADAM10 joue un rôle dans la pathogénèse de la MA, via une 

diminution de l’activité des -sécrétases, et donc une augmentation de la production des 

peptides amyloïdes.

14. Autres gènes (CASS4, HLA-DRB5-DRB1, INPP5D, PTK2B, MEF2C, CELF1, 

NME8, EXOC3L2, DSG2, FERMT2, SLC24H4-RIN3, ZCWPW1)

 De nombreux autres loci ont été identifiés comme étant associés à la MA dont CASS4 

(cas scafolding protein family member 4), HLA-DRB5-DRB1 (major histocompatibility 

complex class II béta 5 and béta 1), INPP5D (inositol polyphosphate-5-phosphatase), 

PTK2B (protein Thyrosine Kinase 2 beta), MEF2C (myocyte enhancer factor 2C) , 

CELF1 (CUG triplet repeat, Elav-Like Family member 1), NME8 (NME family, member 

8), EXOC3L2 (Exocyst Complex component 3-Like-2), DSG2 (Desmoglein 2), FERMT2 

(Fermitin family 2), SLC24H4-RIN3 (solute carrier family 24-Ras and rab Interactor 3), et 

ZCWPW1 (Zinc finger, CW type, with PWWP domain 1) (Lambert et al., 2013). 

 Cependant, le rôle de ces gènes dans la pathogénèse de la MA est moins bien connu 

car plusieurs de ces loci de susceptibilité se produisent dans des régions de gènes denses. 

De ce fait, il est difficile d’établir lequel de ces gènes est responsable de cette association.  

 Toutefois, ces gènes pourraient être impliqués via des voies connues comme 

perturbées au cours de la MA. En effet, CASS4 (cas scafolding protein family member 4) 

aurait un rôle dans le métabolisme de l’APP et de la protéine tau, le transport axonal et la 

fonction synaptique (Lambert et al., 2013). HLA-DRB5-DRB1 et INPP5D auraient un rôle 

dans la réponse immunitaire. PTK2B interviendrait dans la migration cellulaire et la 
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fonction synaptique. MEF2C serait impliqué dans la réponse immunitaire et la fonction 

synaptique. CELF1 et NME8 seraient impliqués dans la fonction cytosquelettique et le 

transport axonal.  

Le Tableau 3 résume l’ensemble des gènes ou loci impliqués dans la MA à début tardif, 

ainsi que les hypothèses physiopathologiques. 

15. Le gène CR1

Ce gène sera traité dans le prochain chapitre. 
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Chapitre V – Le gène CR1

I. Localisation 

Le gène de CR1 (Complement component [3b, 4b] Receptor 1), également connu sous le nom 

de CD35, est situé sur le chromosome 1 en position 1q32 (Figure 12). 

 

 

Figure 12 Localisation du gène CR1. 

 

Cette région du chromosome 1 fait partie de la région RCA (Regulator of Complement 

Activation) (Weis et al., 1987) qui code la protéine CR1 (récepteur du complément de type I) 

mais également d’autres protéines régulatrices du complément, à savoir C4bp (C4 binding 

protein ou protéine fixant le C4) (Rodriguez de Cordoba et al., 1984), Facteur H (Rodriguez 

de Cordoba et al., 1985), CR2 (Weis et al., 1987), DAF (Decay Accelerating Factor ou 

CD55) (Rey-Campos et al., 1987), MCP (Membrane Cofactor Protein ou CD46) (Liszewski 

et al., 1991). 

Les fonctions de la protéine CR1 seront détaillées dans le chapitre VII.  

La carte physique de cette région RCA a été établie sans que la position du gène codant pour 

le facteur H puisse être déterminée (Rey-Campos et al., 1988 ; Carroll et al., 1988). 

Ces molécules, de fonctions et de structure protéique proches, sont toutes constituées de 

séquences d’acides aminés répétitives SCR (Short Consensus Repeat) et seraient 

probablement le produit de duplications intragéniques à partir d’un gène ancestral (Hourcade 

et al., 1988). Par ailleurs, il existe un pseudo-gène appelé CR1-like, présentant une homologie 

de 95% avec la région 5’ de l’ADN de CR1, mais qui n’exprime pas de protéine. 

II. Structure du gène CR1

Le gène CR1 est constitué de 39 exons, d’environ 133 kilobases (Tableau 4).  
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Tableau 4 Les exons du gène CR1 codant les SCR de la protéine CR1*1. D’après Vik et al. 

(1993).  

LHR SCR Exon Taille (pb) Position sur ADNc Taille des 
Introns (kb) 

 Séquence signal 1 148 1-148 9,6 
LHR-A 1 

2a 
2b 
3,4 
5 
6a 
6b 
7 

2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

180 
100 
86 
399 
177 
103 
86 
219 

149-328 
329-428 
429-514 
515-913 
914-1090 
1091-1193 
1194-1279 
1280-1498 

4 
2,3 
12,3 

3 
0,091 

1,7 
3,9 
1,2 

LHR-B 8 
9a 
9b 

10, 11 
12 
13a 
13b 
14 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 

180 
100 
86 
399 
177 
103 
86 
219 

1499-1678 
1679-1778 
1779-1864 
1865-2263 
2264-2440 
2441-2543 
2544-2629 
2630-2848 

1 
6,1 
2,3 
2,3 
2,5 

0,091 
0,65 
4,1 

LHR-C 15 
16a 
16b 

17, 18 
19 
20a 
20b 
21 

18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 

180 
100 
86 
399 
177 
103 
86 
228 

2849-3028 
3029-3128 
3129-3214 
3215-3613 
3614-3790 
3791-3893 
3894-3979 
3980-4207 

0,9 
0,608 

5,7 
2,6 

0,094 
1 

2,2 
2,5 

LHR-D 22 
23a 
23b 

24, 25 
26 
27a 
27b 
28 
29 
30 

Tma 
TMb 
Cyto 

3’non traduite 

26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 

180 
100 
86 
399 
177 
103 
86 
228 
177 
186 
24 
76 
105 
1245 

4208-4387 
4388-4487 
4488-4573 
4574-4972 
4973-5149 
5150-5252 
5253-5338 
5339-5566 
5567-5743 
5744-5929 
5930-5953 
5954-6029 
6030-6134 
6135-7379 

1,4 
1,4 
19,5 
2,3 

0,082 
2,4 
3,4 
0,8 
2 

1,9 
1,1 
7,9 
8,7 

TM = transmembranaire, LHR = Long Homologous Repeat, SCR = Short Consensur Repeat. 
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Ce gène présente quatre polymorphismes qui ne s’expliquent pas par un épissage alternatif 

(Wong et al., 1986, 1989), mais par l’existence de quatre allèles différents, CR1 A/F, CR1 

B/S, CR1 C/F , CR1 D. La différence majeure entre ces quatre allèles de CR1 se trouve au 

niveau des exons, et cette différence conduit à des isoformes différents au nombre de quatre. 

Un diagramme de la différence de structure au niveau des exons des allèles CR1-A/F et CR1-

B/S est représenté dans la figure 13. 

 
Figure 13 Différences de structure au niveau des exons entre l’allèle CR1-A et l’allèle CR1-B. 
La même couleur représente des exons analogues. Les exons de l’allèle CR1-A comprennent 
deux LCRs (Low-Copy Repeats). Les exons de l’allèle CR1-B comprennent 3 LCRs dont un 
additionnel (LCR1 ). 

III.Gène CR1 et maladie d’Alzheimer 

Le gène CR1 a été initialement considéré comme étant possiblement associé à un risque de 

MA dans l’étude GERAD1 (Risque Génétique et Environnemental dans la Maladie 

d’Alzheimer) (Harold et al., 2009), mais ceci n’a pas été confirmé jusqu’aux études 

d’association pangénomiques (GWAS) réalisées par Lambert et al. (2009). En effet, ces 

GWAS réalisées pour tenter d’associer de nouveaux gènes à la MA, comprenant des centres 

français et d’autres européens (Belgique, Espagne, Finlande, Italie) ont consisté à comparer le 

génome entier de patients atteints de la MA et de sujets témoins. L’étude réalisée par Lambert 

et al. (2009) comprenait deux étapes. La première étape consistait en un génotypage de 2032 

cas et 5328 témoins et a permis d’identifier des loci potentiellement associés à la MA. Lors de 

la deuxième étape (réplication), 11 SNPs ont été génotypés chez 3978 cas et 3297 témoins, à 

la recherche de réplication des résultats obtenus à la première étape. La comparaison a été 

réalisée grâce à la technologie des puces à ADN, ce qui a permis d’étudier la distribution de 
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610 000 mutations ponctuelles ou SNP (Single nucleotide polymorphism) réparties sur 

l’ensemble du génome. Des corrélations ont été établies lors de l’analyse des gènes des sujets 

atteints de MA par rapport aux témoins, soit un total de 6 010 patients MA et 8 625 sujets 

contrôles. Ainsi, 11 SNPs distribués très différemment entre les patients atteints de MA et les 

témoins ont été identifiés dont 2 situés dans le gène CR1 (rs6656401 et rs3818361). Après 

combinaison des données des deux étapes, rs6656401 a montré l’association la plus forte avec 

la MA à début tardif (odds ratio : OR= 1,21, intervalle de confiance : 95% (IC) : 1,14–1,29, p 

= 3,5 X 10-9), alors que le second SNP (rs3818361) a un OR de 1,19, (IC 95% : 1,11–1,26, p 

= 8,9 X 10-8). Ces deux SNPs se trouvent dans une région d’environ 127-kb en déséquilibre 

de liaison, entièrement entourée par le gène CR1 (Zhu et al., 2015). Depuis, plusieurs études 

d’association pangénomiques, méta-analyses et études cas-témoins ont été publiées pour 

reproduire et confirmer l’association entre CR1 et MA (Tableau 5). L’ensemble des résultats 

de ces études indiquent que CR1 est un locus de susceptibilité pour la MA. En effet, à ce jour, 

9 SNPs situés sur le gène CR1, rs6656401, rs3818361, rs6701713, rs1408077, rs6701710, 

rs116806486, rs6691117, rs4844610 et rs11803956, ont été rapportés comme étant associés 

au risque de MA dont 6 loci, rs6656401, rs3818361, rs6701713, rs1408077, rs4844610 et 

rs11803956, situés dans la région intronique de CR1 et sont, de ce fait, des SNPs non codants. 

Cependant, des variants de régions introniques peuvent potentiellement intervenir dans la 

régulation de l’expression du gène et donc influencer la susceptibilité à la MA (Kim et al., 

1999). 
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A ce jour, seuls les 2 SNPs rs6656401 et rs3818361, situés respectivement dans l’intron 4 et 

l’intron 29, ont été confirmés comme loci de susceptibilité à la MA dans différentes 

populations, éthniquement distinctes (Carrasquillo et al., 2010 ; Chen et al., 2012 ; 

Corneveaux et al., 2010 ; Jin et al., 2012 ; Jun et al., 2010 ; Lambert et al., 2009 ; Schjeide et 

al., 2011 ; Weiner et al., 2013 ; Wijsman et al., 2011 ; Zhang et al., 2010), alors que les 3 

SNPs, rs6701713, rs 1408077 et rs 6701710, ont une meilleure association dans les 

populations européennes par rapport à d’autres éthnies (Hazrati et al., 2012 ; Jun et al., 2010 ; 

Naj et al., 2011 ; Wijsman et al., 2011). Par ailleurs, Ma et al. (2014), ont montré que les 2 

SNPs, rs116806486 et rs 6691117, étaient associés à la MA chez des Chinois Han, mais que 

cette association n’était pas confirmée dans d’autres éthnies. 

Bien que toutes ces études aient montré une association entre le gène CR1 et la MA (Tableau 

5), les études d’association pangénomiques (GWAS) sont informatives et les associations 

génétiques nécessitent une validation fonctionnelle. Les GWAS représentent un procédé de 

criblage du génome mais, d’une part, les limitations existent dans leur capacité à détecter de 

véritables associations, et d’autre part, les résultats de ces études peuvent être difficiles à 

reproduire si l'effet réel s’avère être plus petit que l'effet observé dans l'étude initiale. En 

outre, les GWAS peuvent ne pas détecter des associations avec de multiples variants rares sur 

un site unique (qui sont mieux détectés par des études de liaison) ou ne pas détecter des 

associations avec des variants rares (fréquence des allèles mineurs de 5%). Enfin, ces études 

seules ne peuvent pas prouver la causalité ou établir la signification biologique d'une 

association génétique observée. 

IV. Implication du gène CR1 dans la pathogénèse de la MA 

Arvanitakis et al. (2011) ont montré que le SNP rs6656401 était associé à un risque élevé 

d’AAC (angiopathie amyloïde cérébrale) et à la sévérité des dépôts amyloïdes. Les auteurs de 

cette étude concluaient que CR1 pouvait intervenir d’une manière indépendante dans les deux 

processus (MA et AAC). D’autres études ont montré que l’allèle CR1 à risque, rs6656401, 

était associé à une augmentation du déclin cognitif (mémoire épisodique et sémantique, 

vitesse de perception, capacité visuo-spatiale) (Chibnik et al., 2011), ce qui était en accord 

avec les travaux de Mengel-From et al. (2011) et de Chung et al. (2014). Par ailleurs, 

Thambisetty et al. (2013) ont montré que les sujets porteurs de l’allèle CR1 à risque, 
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rs3818361, présentaient une charge amyloïde cérébrale plus faible comparée aux porteurs de 

l’allèle à risque de CR1, et que chez les non porteurs de l’allèle à risque de CR1, les sujets 

APOE 4+ présentaient une charge amyloïde cérébrale plus élevée que les sujets APOE 4-, 

suggérant l’existence de mécanismes complexes sous tendant des interactions entre CR1, 

APOE et la voie amyloïde cérébrale dans la MA. Une autre étude a montré une association 

entre le SNP rs1408077 et l’épaisseur du cortex entorhinal (Biffi et al., 2010), mais non 

retrouvée par Furney et al. (2011). Ces résultats contradictoires soulignent la nécessité 

d’autres études pour identifier les aspects de la MA affectés par le génotype CR1. 

Bien que ces études aient identifié le gène CR1 comme gène de susceptibilité à la MA avec 

une crédibilité épidémiologique évidente, mettant le gène CR1 dans les 10 premiers loci de la 

liste Alzgene (Bertam & Tanzi, 2010), la signification fonctionnelle des deux SNP rs6656401 

et rs3818361 reste inconnue. Néanmoins, toutes ces études suggèrent un rôle du complément 

dans la physiopathologie de la MA. 
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Chapitre VI – Le système du complément  

Le système du complément est un acteur important de l’immunité innée tout en intervenant 

dans l’initiation et la progression de la réponse immunitaire adaptative (Walport et al., 

2001a,b). Ce système est composé d’environ 35 protéines solubles et membranaires. 

L’activation de ses différents composants se fait en cascade. Certains composants doués 

d’activité enzymatique circulent sous forme inactive, n’acquérant leur activité protéolytique 

ou biologique qu’après protéolyse limitée, le substrat devenant l’activateur de la protéine 

suivante dans la cascade d’activation. Chaque enzyme peut activer de nombreuses molécules 

du précurseur suivant, amplifiant chaque étape. Outre cette amplification en cascade, la 

conséquence de l’activation est l’apparition de différents produits de clivage biologiquement 

actifs, capables d’interagir avec de nombreux types cellulaires par l’intermédiaire de 

récepteurs spécifiques. A côté de ces molécules, existent d’autres protéines qui régulent 

l’activité du complément et empêchent son activité contre le « soi ». 

L’activation du système du complément est rapide, localisée, en cascade et permet la 

formation du complexe d’attaque membranaire. Le système du complément participe à la 

réaction inflammatoire, permet la phagocytose des microorganismes, la neutralisation des 

virus, l’élimination des complexes immuns, la présentation des antigènes aux lymphocytes B 

et la régulation de la réponse immune. Ce système est contrôlé par plusieurs protéines dont le 

CR1, un des principaux acteurs de cette régulation.  

L’activation du système du complément peut se faire par trois voies différentes aboutissant à 

une voie finale commune : (i) la voie classique, (ii) la voie alterne et (iii) la voie des lectines.  

I. Les voies d’activation du complément 

1. La voie classique 

Cette voie est appelée classique car elle a été découverte la première. L’activation de cette 

voie est initiée par la fixation de la première protéine du complément, C1q, à un de ses 

ligands, anticorps de type IgG ou IgM après reconnaissance spécifique de l’antigène cible, 

notamment. C1q fait partie du complexe C1, composé d’1 molécule C1q qui est une 

protéine de reconnaissance, et de 2 molécules de C1r et C1s, qui sont des sérines 

estérases. La fixation de C1q entraîne l’autoactivation de C1r, qui clive et active ainsi C1s. 
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Le composant C1s activé clive alors le composant C4 présent dans le plasma en un petit 

fragment, C4a, libéré dans la phase liquide, et un fragment majeur, C4b, qui se fixe alors, 

de façon covalente, à la surface du complexe immun. 

Le composant C2, circulant dans le plasma, peut alors s’associer au C4b et être clivé à son 

tour par C1s en un fragment C2a, qui reste associé à C4b, et un fragment C2b libéré dans 

la phase liquide. Ainsi se trouve formé à la surface activatrice, le complexe C4b2a, appelé 

C3 convertase classique, car ayant la capacité de cliver le composant C3. L’activité 

enzymatique étant portée par la sous unité C2a, le complexe C4b2a va ensuite cliver C3, 

dont la fraction C3b se fixe sur la surface activatrice (Figure 14).  

2. La voie des lectines 

Cette voie est activée par les structures carbohydrates des micro-organismes. Dernière 

voie du complément ayant été découverte, elle présente une similitude avec la voie 

classique. La protéine de reconaissance est ici la protéine MBL (Mannan Binding Lectin) 

qui est associée à des sérines estérases appelées MASP 1, 2 (Mannan-Associated Serine 

Protease). MASP 1, 2 présentent une forte homologie avec C1r et C1s. Une fois MBL 

fixée à une surface, les MASP acquièrent la capacité de cliver les protéines C4 et C2 en 

C4a et C2b, et participent à la formation d’une C3 convertase (C4bC2a), identique à celle 

formée à l’issue de l’activation de la voie classique. Le reste de la cascade est similaire à 

celle de la voie classique. 

3. La voie alterne 

Cette voie est activée par des substances d’origine bactérienne, des virus, des cellules 

infectées ou transformées. Les intéractions des protéines de la voie alterne aboutissent à la 

formation de la C3 convertase alterne dont l’assemblage commence avec l’association 

d’une molécule de C3b avec le facteur B. cette association permet au facteur B d’être 

clivé par une sérine protéase circulant sous forme active dans le plasma, le facteur D, 

produisant des fragments Ba et Bb. Le fragment Bb reste associé à C3b et acquiert une 

activité enzymatique. Le complexe C3bBb constitue la convertase de la voie alterne, 

capable de catalyser le clivage de C3 en C3b de manière complètement identique au 

clivage réalisé par le complexe C4b2a. Cette voie d’activation est capable d’une auto-

amplification qui est très importante pour la reconaissance et l’élimination des pathogènes 

en l’absence d’anticorps spécifiques. 
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Figure 14 La voie du complément. 

D’après Probst et al. (2006). 

 

II. Les voies effectrices du système du complément 

 A l’issue des trois voies d’activation, deux convertases peuvent être formées. Ces deux 

complexes moléculaires ont une même activité enzymatique qui assure le clivage de la 

protéine C3 en C3a et C3b. C3a est une petite molécule libérée en phase liquide, 

possédant des activités biologiques importantes dans la réaction inflammatoire, et qui fait 

partie des anaphylatoxines. C3b, quant à lui, se fixe de façon covalente sur un résidu 

thioester de la surface activatrice, à proximité de la C3 convertase, et son devenir est 

multiple, déterminant les différentes voies effectrices du système du complément 

(Cesbron et al., 2013). 

1. La voie d’amplification 

 Une molécule de C3b nouvellement formée peut s’associer à une nouvelle molécule de 

facteur B pour former une nouvelle C3 convertase alterne qui clive de nouvelles 

molécules de C3 et ainsi participe à la boucle d’amplification de la voie alterne. La voie 

alterne peut également amplifier l’activation du complément initiée par les deux autres 

voies, classique et des lectines. Ceci permet l’opsonisation de la surface activatrice 
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(comme une bactérie), c’est-à-dire son recouvrement rapide par des molécules de C3b. 

Cette double fonction, reconnaissance et amplification, de la voie alterne souligne son rôle 

dans la défense de l’hôte contre les pathogènes. 

2. La voie finale commune 

 L’association des C3 convertases avec des molécules supplémentaires de C3b peut 

changer leur affinité pour leur substrat et leur conférer une activité dite « C5 convertase ». 

En effet, la protéine C5 peut alors se lier aux complexes (C4b2a)C3b ou (C3bBb)C3b et 

être soumise à leur activité enzymatique. La protéolyse de C5 (par les sous unités C2a ou 

Bb des complexes), libère un petit peptide C5a, qui est une autre anaphylatoxine libérée 

en phase liquide. Le fragment restant, C5b, peut alors s’associer aux composants C6, C7, 

C8 et C9 pour former le complexe d’attaque membranaire (CAM) qui commencera un 

ancrage dans la membrane plasmique de la cellule cible. Plusieurs molécules de C9 

polymérisent et forment un pore dans la membrane. Ce pore provoque la lyse de la cellule 

cible (Figure 15). 

 

 
Figure 15 Formation du complexe d’attaque membranaire. 

     

III. Régulation de la voie du complément 

 La voie classique est régulée par l’inhibiteur de la C1 estérase (C1inh) qui inactive C1r 

et C1s en s’y liant. Cette régulation peut se faire également au niveau de la C3 convertase 

qui peut être inactivée par des protéines plasmatiques, telles que le facteur I et la C4bp 

(C4 binding protein), mais également par des protéines membranaires comme DAF 

(Decay Accelerating Factor, CD55), le CR1 (récepteur du complément de type 1), ou 

MCP (Membrane Cofactor Protein). Ces inhibiteurs peuvent empêcher la fixation de C2 à 
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C4b (CR1, DAF), dissocier la C3 convertase (DAF, CR1) ou augmenter le clivage de C4b 

par le facteur I (MCP, CR1 et C4bp) (Cesbron et al., 2013). 

La régulation au niveau de l’initiation et de la dissociation de la C3 convertase alterne est 

assurée par le facteur H qui joue un rôle central pour discriminer les surfaces du soi et du 

non-soi. Il peut reconnaître les surfaces non activatrices riches en polyanions, comme 

l’acide sialique, l’héparane sulfate ou d’autres glycosaminoglycans. Il contrôle l’initiation 

de la C3 convertase alterne en entrant en compétition avec le facteur B pour la fixation de 

C3b. Le facteur H accélère également la dissociation de la C3 convertase alterne en 

déplaçant le fragment Bb de la C3 convertase active. Le facteur I et ses cofacteurs pour la 

dégradation de C3b (facteur H, CR1 et MCP) sont également considérés comme des 

régulateurs de la voie alterne. A noter que CR1 et MCP peuvent également servir de 

cofacteurs au facteur I pour la dégradation de C4b. 

La protéine DAF ou CD55 est un régulateur négatif des C3 et C5 convertases, classiques 

ou alternes, qui accélère leur dissociation. 

Enfin, le CAM est sous le contrôle de deux protéines, une plasmatique (protéine S) et une 

membranaire (CD59), qui empêchent la formation sur les membranes, respectivement des 

complexes C5b-7 et C5b-8 et la polymérisation de C9. 

IV.Complément et inflammation 

 L’activation du complément joue un rôle important dans l’induction de lésions 

tissulaires. En effet, la formation des C3 et C5 convertases induit la libération des 

anaphylatoxines C3a et C5a qui possèdent d’importantes capacités chimiotactiques sur les 

cellules inflammatoires dont les polynucléaires neutrophiles, les monocytes, les 

macrophages, ainsi que les lymphocytes T et B activés. Via leurs récepteurs, C3aR et les 

C5aR (CD88 et C5L2), ces protéines C3a et C5a peuvent activer les cellules endothéliales 

et les plaquettes mais aussi induire la sécrétion des cytokines et de chimiokines à activité 

pro-inflammatoire. De plus, C3b, par l’intermédiares des récepteurs CR1, CR3 et CR4, 

peut activer les leucocytes. Enfin, C5b9, y compris des complexes sub-lytiques C5b7 et 

C5b8 formés à la surface des cellules cibles, induisent l’hydrolyse des phospholipides 

membranaires et l’activation des protéines G. Ces complexes sont ainsi capables de 

transmettre un signal et de stimuler différentes fonctions cellulaires comme la synthèse de 

cytokines ou l’activation de proto-oncogènes intervenant dans le cycle cellulaire (Cesbron 

et al., 2013). 
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Le dysfonctionnement du système du complément a été démontré dans de nombreuses 

situations pathologiques (maladies auto-immunes, choc septique…). Nous aborderons 

plus précisement le rôle de la protéine CR1, dans la pathogénèse de la MA, notamment à 

travers la régulation de la voie du complément dans le chapitre suivant. 
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Chapitre VII – La protéine CR1 

I. Historique 

 CR1, également appelé CD35 ou récepteur pour le C3b-C4b, est une glycoprotéine 

transmembranaire de type I, d'un poids d'environ 200 kDa, isolée pour la première fois de 

la membrane des érythrocytes par Fearon en 1979 (Fearon, 1980). 

II. Répartition cellulaire 

 CR1 est présent principalement à la surface des érythrocytes. Les molécules de CR1 

sont regroupées en grappes ou bouquets (Fearon, 1980 ; Paccaud et al., 1988) (Figure 16). 

Fishelson & Marikovsky (1993) ont montré que cette répartition en bouquets de CR1 

n’était pas modifiée au cours du vieillissement. Les érythrocytes exprimant en moyenne 

500 sites, ont à leur surface 8 à 20 bouquets constitués de 30 à 75 molécules de CR1 

(Chevalier & Kazatchkine, 1989).  

 CR1 est également présent à la surface des  lymphocytes B (Ross et al., 1978), des 

cellules de la lignée monocytaire, des lymphocytes T récemment activés (CD4 et CD8) 

(Cohen et al., 1989 ; Rodgaard et al., 1991), des cellules dendritiques folliculaires 

(Reynes et al., 1985), des astrocytes fœtaux (Gasque et al., 1996), des podocytes 

glomérulaires, et de certains thymocytes (Liu & Niu, 2009).   

 

 
Figure 16 Représentation schématique de la répartition de CR1 à la surface des érythrocytes. 
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III. Structure protéique et polymorphismes de CR1 

 CR1 est une glycoprotéine transmembranaire de haut poids moléculaire, qui présente 

trois types de polymorphismes : (i) un polymorphisme de longueur (allotypique ou 

structural), (ii) un polymorphisme de densité, (iii) un polymorphisme du groupe sanguin 

Knops (KN). 

1. Polymorphisme de longueur (polymorphisme allotypique ou de structure)  

 En effet, l'analyse d'extraits membranaires d'érythrocytes par PAGE-SDS, montre un 

polymorphisme allotypique de taille. Ainsi, quatre formes différentes de CR1, de poids 

moléculaire 160, 190, 220 et 250 kDa, ont été jusqu'à présent isolées (Dykman et al., 

1985 ; Fearon, 1980). Ce polymorphisme est héréditaire, autosomique et codominant. La 

nomenclature désignant ces différentes molécules a varié au fil des années. Les deux 

formes les plus communes ont d'abord été nommées F (Fast) et S (Slow) (190 kDa et 220 

kDa, respectivement) en fonction de la rapidité de leur migration électrophorétique (Wong 

et al., 1983). L'allotype de 160 kDa découvert ensuite a pris le nom de F . Suite à 

l'isolement d'un quatrième allotype, la nomenclature a changé pour devenir A, B, C et D 

(190 kDa, 220 kDa, 160 kDa et 250 kDa, respectivement). L'ordre de ces différentes 

lettres est en accord avec la fréquence de chacun des allotypes. Récemment, une nouvelle 

nomenclature a été établie. Les allèles s'appellent officiellement CR1*1, CR1*2, CR1*3 et 

CR1*4.  

 La diversité observée n’est pas liée à des différences dans la glycosylation des 

allotypes. Tous les allotypes ont des formes non-glycosylées de poids moléculaires 

inférieurs de 25 kDa à la forme la plus fréquente. La N-glycosylation est nécessaire à 

l'insertion de CR1 dans la membrane et à son activité biologique. Par contre, le CR1 n'est 

pas 0-glycosylé. Il existe également un écart de 5 kDa, due à une N-glycosylation 

différente entre le CR1 exprimé à la surface des érythrocytes et le CR1 exprimé à la 

surface des polynucléaires neutrophiles et des lymphocytes T (Lublin et al., 1986). La 

différence entre les allotypes de CR1 se situe donc au niveau du polypeptide. Les études 

menées à partir de la séquence de l'ADNc codant pour la forme la plus fréquente de CR1, 

CR1*1, montrent que la protéine est constituée de 30 mini domaines élémentaires ou 

structures répétitives appelées SCR (Short Consensus Repeat) ou CCP (Complement 

Control Protein) (Klickstein et al., 1987). Ces SCR sont regroupés en une structure 
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répétitive d'ordre supérieur nommée LHR (Long Homologous Repeat). Chaque LHR 

contient 7 SCR, les LHR sont nommés A, B, C, D (de la région N-terminale vers la région 

C-terminale) du milieu extracellulaire vers la membrane cytoplasmique (Figure 17). 

 
Figure 17 Représentation schématique de l’allotype le plus fréquent (CR1*1). 

Les allotypes diffèrent par le nombre de LHR qui les composent. On compte 4 LHR pour 

l’isoforme CR1*1, 6 LHR pour l’isoforme CR1*4, 3 LHR pour l’isoforme CR1*3 et 5 LHR 

pour l’isoforme CR1*2 (Holers et al., 1987 ; Wong et al., 1986). Ce nombre peut varier selon 

un processus de duplication génique et d’échange inégal conduisant à différents allèles. Les 

sites de liaisons de C3b se situent au niveau des trois SCR N-terminaux des LHR B et C. Le 

site de liaison de C4b se situe au niveau des trois SCR N-terminaux du LHR A (Crehan et al., 

2012 ; Liu & Niu, 2009 ; Wong et al., 1989) (Figure 18).
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Figure 18 Représentation schématique des différents allotypes de CR1. 

Les structures homologues sont coloriées de façon identique. D’après Crehan et al. (2012). 

 

La fréquence de ces allotypes est différente selon les populations. Chez les caucasiens, CR1*1 

est le plus fréquent et CR1*4 le moins fréquent (Birmingham et al., 2003 ; Crehan et al., 

2012 ; Krych-Goldberg et al., 2002 ; Wong et al., 1983) (Tableau 6).
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2. Polymorphisme de densité

 Le second type de polymorphismes de CR1 est un polymorphisme de densité. En effet, 

la densité de CR1 Erythrocytaire (CR1E) (nombre de sites antigéniques de CR1 par 

Erythrocyte) est modulée par des facteurs génétiques et acquis. 

a. Régulation génétique de la densité du CR1 Erythrocytaire 

 Ce polymorphisme de densité est gouverné par un système bi-allélique conduisant à 

une dispersion de 150 à 1500 sites antigéniques de CR1E, la valeur moyenne étant de 500 

chez une population caucasienne (Cornillet et al., 1991 ; Moulds et al., 1991, 1992).  

 De façon génétique, la densité de CR1E est régulée par deux allèles autosomiques co-

dominants liés à une mutation ponctuelle dans l'intron 27 du gène codant pour le CR1*1 

(Rodriguez et al., 1986 ; Wilson et al., 1986). Cette mutation produit un site de restriction 

supplémentaire pour l'enzyme HindIII, les fragments de restriction obtenus après digestion 

par HindIII étant de 7.4 kb pour l'allèle lié à une expression élevée de CR1 (allèle H : 

High) et de 6.9 kb pour l'allèle lié à une faible expression de CR1 (allèle L : Low). Ce 

polymorphisme est retrouvé chez les caucasiens, les asiatiques, mais pas chez les 

personnes d'origine africaine (Birmingham et al., 2003, Liu & Niu, 2009) (Figure 19). 

 Le niveau d’expression du CR1E est également corrélé à la présence de mutations 

nucléotidiques ponctuelles (Q981H) dans les exons codant les SCR 16. Il est élevé chez 

les individus homozygotes (QQ) et faible chez les individus homozygotes (HH) 

(Birmingham et al., 2003; Liu & Niu, 2009) (Figure 19). 
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Figure 19 Localisation du site de restriction HindIII, dans le gène CR1 et de la mutation 

nucléotidique Q981H sur la protéine CR1. 

(D’après Birmingham et al., 2003 ; Crehan et al., 2012 ; Herrera et al., 1998). 

 

Ainsi, il existe trois populations d’individus de génotypes différents exprimant des densités 

distinctes de CR1E (Tableau 7). 

 

Tableau 7 Les différents génotypes contrôlant la densité de CR1E chez les caucasiens. 

D’après Birmingham et al. (2003). 

Génotype  

HindIII Q981H Densité (CR1E) 

HH QQ 911 

HL QH 455 

LL HH 156 

CR1/E = nombre de sites antigéniques de CR1 par érythrocytes. 

 

La mise en évidence de polymorphismes dans les éléments transcriptionnels de la région du 

promoteur et la région 3  non traduite du gène CR1 n’ont pas permis d’expliquer les niveaux 

d’expression du CR1 érythrocytaires déterminés génétiquement par les allèles H et L 

(Cockburn et al., 2006). 
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b. Régulation physiologique de la densité du CR1 Erythrocytaire 

 La densité de CR1E diminue au cours de la vie d’un érythrocyte, ce qui 

expliquerait son hétérogénéité chez un même individu (Ripoche & Sim, 1986). La 

demi-vie de CR1 à la surface de l’érythrocyte varie de 11 à 32 jours, mais sa 

répartition à la surface des érythrocytes en bouquets n'est pas modifiée pendant le 

vieillissement (Fishelson et al., 1993). Cette densité peut être mesurée par cytométrie 

en flux, après marquage à l’aide d’un anticorps monoclonal anti-CR1 ne reconnaissant 

qu’un seul épitope dans les SCR 29 et 30. Ceci évite que les anticorps ne reconnaissent 

les multiples épitopes de CR1 (structure répétitive) (Cohen et al., 1999). 

 Par ailleurs, et de façon acquise, la densité de CR1E est diminuée dans les 

maladies à complexes immuns telles que le lupus érythémateux systémique (LES) et 

cela d’une façon grossièrement parallèle aux poussées, la polyarthrite rhumatoïde et la 

sclérodermie, ainsi que dans l’infection à VIH au stade de SIDA (Cohen et al., 1992). 

Il en résulte une mauvaise clairance de ces complexes immuns par l'organisme, et leurs 

dépôts dans les tissus où ils provoquent des lésions inflammatoires. 

3. Polymorphisme du groupe sanguin Knops 

 Le système Knops, ou KN selon la nomenclature internationale, est le 22ème groupe 

sanguin répertorié par l’ISBT (International Society of Blood Transfusion). Il comporte 9 

spécificités antigéniques exprimées par le CR1 au niveau des hématies. Il existe trois 

paires antigéniques antithétiques, KN1/KN2, KN3/KN6, et KN4/KN7, et 3 antigènes 

isolés, KN5, KN8, KN9. Les antigènes KN1, KN3, KN4, KN5 sont des antigènes de 

fréquence élevée du système KN, c’est-à-dire exprimés chez plus de 99% de population 

générale.

IV.  Fonctions du CR1 

 CR1 a plusieurs fonctions : le contrôle de l'activation du complément (régulation), la 

fixation, le transport et la clairance des complexes immuns. Enfin, CR1 participe 

également à la réponse immunitaire humorale. 

1. Inactivation des voies classique et alterne du complément 

Le CR1 (récepteur du C3b et C4b), intervient à plusieurs niveaux :  
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Il permet l’inactivation du complément en liant les fragments C3b et C4b, dissocie les 

convertases classiques et alternes (dissociation de C2a du complexe C4b2a et dissociation de 

C3b du complexe C3bBb), augmente le clivage de C4b (Masaki et al., 1992) et de C3b par le 

facteur I (Medof et al., 1982). Il agit également comme cofacteur du facteur I qui arrête ainsi 

l’amplification par la boucle du C3 (Figure 20). 

 
Figure 20 Rôle de CR1 dans la régulation de la voie du complément. 

 

2. Capture et fixation des complexes immuns 

CR1 joue également un rôle dans la capture des complexes immuns dans la circulation. En 

effet, cette capture dépend à la fois de la taille des complexes immuns qui doit être 

suffisante pour permettre l’incorporation d’une quantité importante de C3b (Lennek et al., 

1981), et du nombre de bouquets de CR1 à la surface de l’érythrocyte (Cosio el al., 

1990a). Dans ce sens, Madi et al. (1991) ont montré que le nombre de complexes immuns 

fixés par les érythrocytes était corrélé à la densité de CR1E. De plus, les différences 

d’affinité entre les érythrocytes exprimant l’allotype CR1*1 et érythrocytes exprimant 

l’allotype CR1*4 étaient minimes, voire inexistantes, malgré le fait que le nombre de sites 

de fixation de C3b variait avec la taille des allotypes. Par ailleurs, in vitro, Ng et al. (1988) 

ont même constaté un transfert de complexes immuns des érythrocytes ayant une faible 

densité de CR1 vers les érythrocytes à plus forte densité de CR1.
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3. Transport et clairance des complexes immuns 

Les complexes immuns fixés par CR1 sont transportés par les érythrocytes jusqu’aux 

organes d’épuration (rate et foie) où ils sont transférés aux cellules du système des 

phagocytes mononucléés (macrophages), sans dommage pour l’érythrocyte qui repart 

dans la circulation où il peut de nouveau fixer d’autres complexes immuns (Figure 21). 

En l’occurrence, les complexes immuns non fixés aux érythrocytes via CR1, en raison de 

leurs petites tailles ou de leurs faibles opsonisation, sont éliminés dans la circulation et se 

déposent principalement dans les tissus des organes fortement vascularisés comme le rein, 

le poumon ou le cerveau (Schifferli et al., 1989). 

 

 
Figure 21 Capture et clairance des complexes immuns par CR1.

4. Rôle du CR1 dans l’immunité adaptative 

CR1 intervient à plusieurs niveaux de l’immunité humorale : il joue un rôle dans les 

processus d’activation et d’anergie des lymphocytes B, et dans la présentation des 

antigènes aux lymphocytes T. En effet, Jozsi et al. (2002) ont montré qu’un agrégat de C3 

mimant le C3b multimérique en se liant au CR1, inhibe fortement, et de façon dose 

dépendante, la prolifération des lymphocytes B induite par un anticorps anti-IgM, cela 

même en présence des cytokines costimulatrices IL-2 et IL-5. La libération de Ca2+ et la 

phosphorylation des résidus tyrosines des protéines cytoplasmiques sont aussi inhibées par 

le C3 multimérique. Ceci indique que le CR1 exprimé par les lymphocytes B humains 
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transmet un signal inhibiteur. Par ailleurs, CR1 joue un rôle dans l’activation du 

complément par les lymphocytes B via la voie classique. Il favorise le dépôt de fragment 

C3 et la formation du complexe d’attaque membranaire à la surface des lymphocytes B 

périphériques normaux. La formation du complexe d’attaque membranaire induit des 

modifications de la polarité membranaire, une libération de Ca2+ intracellulaire et conduit 

à l’activation des voies de transduction cellulaires (Krych et al., 1994). 

Les lymphocytes T expriment CR1 à leur surface. L’expression de CR1 serait plus 

importante au niveau des lymphocytes T CD4+ qu’au niveau des lymphocytes T CD8+. 

Cependant, la signification fonctionelle n’est pas établie (Rodgaard et al., 1991). Une 

augmentation de l’expression de CR1 sur les lymphocytes T activés a été démontrée, 

suggérant un rôle de CR1 dans la régulation de l’immunité cellulaire (Rodgaard et al., 

1995). 

V. Le CR1 soluble (CR1S) 

1. Historique et distribution 

Yoon et Fearon (1985) ont rapporté qu’il existait une forme soluble de CR1 (CR1S) libre 

dans la circulation, présente dans le plasma (Yoon & Fearon, 1985), le liquide synovial 

(Sadallah et al., 1997) et le liquide céphalo-rachidien (LCR) (Vedeler et al., 1996). 

Cependant, d’après Pascual et al. (1993a), les concentrations plasmatiques physiologiques 

sont trop faibles pour avoir un rôle fonctionnel significatif. En effet, les concentrations de 

CR1S varient de 15 à 80 ng/mL, avec une moyenne de 30 ± 8 ng/mL. Ces concentrations 

représentent environ 7% de la quantité totale de CR1 présent à la surface des érythrocytes, 

et sont corrélées à la densité de CR1E. Par ailleurs, certains auteurs ont montré que la 

concentration de CR1S était augmentée chez les patients atteints de cirrhose hépatique et 

chez les patients dialysés (Pascual et al., 1993a), et plus récemment dans certaines 

maladies autoimmunes comme le lupus érythémateux systémique (Kubiak-Wlekly et al., 

2009) mais pas chez les malades atteints de SIDA (Sadallah et al., 1997 ; Yoon & Fearon, 

1985). De plus, cette augmentation de la concentration de CR1S était réversible après une 

greffe rénale ou hépatique. 
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2. Origine 

La protéolyse de la forme membranaire de CR1 reste l'explication la plus plausible de la 

présence du CR1S comme démontré pour de nombreuses molécules transmembranaires 

ayant une forme soluble (récepteur pour l’IL4, TNF…) (Ehlers et al., 1991). En effet, 

Hamer et al. (1998) ont montré que le CR1S résultait du clivage protéolytique de la région 

C-terminale du CR1. Ce clivage a donc lieu dans un compartiment intra-cellulaire, 

probablement au niveau de la région trans de l’appareil de Golgi (Hamer et al., 1998). 

3. Fonctions

Bien que les concentrations plasmatiques physiologiques de CR1S soient trop faibles par 

rapport à d’autres inhibiteurs solubles de l’activation du complément (20 000 fois 

inférieures au facteur H), plusieurs auteurs considérent le CR1S comme une molécule très 

active localement (Liu & Niu, 2009) et 100 fois plus active que le facteur H (Weisman et 

al., 1990). En effet, certains auteurs rapportent que le CR1S a un rôle dans la régulation de 

la voie du complément et présente également une activité anti-inflammatoire (Hamer et 

al., 1998). Le CR1S serait un inhibiteur puissant localement qui interviendrait aussi bien 

au niveau de la voie classique, que de la voie des lectines et de la voie alterne du système 

du complément (Ramaglia et al., 2008 ; Jacquet et al., 2013). En effet, le mécanisme 

d’action du CR1S semble double (Zhu et al., 2015). D’une part, il facilite la dissociation 

des C3 convertases et d’autre part en fixant C3b et C4b, il inhibe une activation excessive 

du complément.

VI. Rôle potentiel de CR1 dans la pathogénèse de la maladie D’Alzheimer 

Plusieurs études suggèrent l’implication de CR1 dans la pathogénèse de la MA, via 

plusieurs mécanismes : (i) la voie amyloïde, (ii) la neuroinflammation, (iii) la tauopathie. 

 

1. Hypothèse de la voie amyloïde 

Plusieurs auteurs supposent que ce n’est pas l’importance de l’accumulation des peptides 

A  qui serait responsable de la MA à début tardif, mais sa clairance (Mawuenyega et al., 

2010 ; Zhu et al., 2015). 
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Dans ce sens, CR1 pourrait contribuer à la pathogénèse de la MA en modulant la clairance 

des peptides A  à travers deux voies. La première est périphérique via les érythrocytes, et 

la seconde est centrale directement dans le cerveau. 

a. Au niveau périphérique 

Les peptides A  (40-42), résultant du clivage de l’APP par les  et  sécrétases, sont 

retrouvés aussi bien au niveau du cerveau qu’au niveau d’autres tissus périphériques 

tels que le foie, la rate, le pancreas, le cœur, la peau, les ganglions lymphatiques, le 

muscle squelettique, mais aussi au niveau du plasma, du LCR et des urines (Joachim et 

al., 1989 ; Li et al., 1998 ; Mayeux et al., 1999). Bien que certaines études aient 

montré que les concentrations d’A  plasmatique ne différaient pas entre des sujets 

atteints de MA et des témoins (Scheuner et al., 1996), d’autres ont montré que les 

concentrations d’A  plasmatique étaient plus élevées chez des sujets atteints du 

syndrome de Down (Matsubara et al., 1999), et aussi que des concentrations élevées 

d’A  plasmatique étaient associées à un risque plus élevé de développer une MA 

(Mayeux et al., 1999). Par ailleurs, dans le sérum, le peptide A 42 se lie à CR1 

exprimé à la surface des érythrocytes, permettant ainsi son élimination par les 

érythrocytes. Ainsi, il a déjà été montré que les érythrocytes pouvaient séquestrer les 

peptides A  d’une manière anticorps-indépendante.  

Au niveau périphérique, le système du complément peut être activé par le peptide A . 

Ainsi, les fractions du complément opsonisées, telles que C3b, vont se lier au peptide 

A . CR1, dont une des principales fonctions est le transport des complexes immuns 

opsonisés vers le foie (Ghiso et al., 2004), permettrait l’élimination du peptide A  de 

la circulation périphérique en se liant aux fragments C3b liés à ce peptide A , jouant 

alors un rôle dans la clairance du peptide A  (Rogers et al., 2006). 

b. Au niveau cérébral 

Dans le cerveau des sujets atteints de MA, le système du complément peut être activé 

par les petides A , en particulier les formes oligomériques (Rogers et al., 1992), et par 

les fractions du complément opsonisées, telles que C3b, liées au peptide A  d’une 

manière anticorps-indépendante (Rogers et al., 2006), suggérant ainsi un rôle de CR1 

dans la clairance du peptide A . 
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Par ailleurs, certains auteurs suggèrent un rôle de CR1 au niveau des cellules 

microgliales. En effet, certains auteurs ont montré qu’au cours de la MA, les cellules 

microgliales exprimaient un phénotype précoce actif dans la réponse immunitaire, 

autre marqueur de risque de développer la MA (Jones et al., 2010 ; Lautner et al., 

2011). En effet, en présence du peptide A , le C3b se lie au peptide A , et sous 

l’action de cofacteurs (B et D), aboutit à la formation du complexe C3 convertase 

(Tohyama & Yamamura, 2006). Ainsi, la présence des peptides A  entraînerait une 

activation de la C3 convertase, suivie d’un clivage de C3b en C3bi, qui va opsoniser 

les peptides A  et conduire à leur capture par les phagocytes exprimant CR3 

(récepteur du C3bi). Ainsi, CR1 jouerait alors un rôle dans la clairance des peptides 

A , via la modulation du clivage de C3b. Par ailleurs, Crehan et al. (2013) ont montré 

que le blocage de CR1 supprimait le clivage de C3b en C3bi, de manière à empêcher 

la phagocytose, chez le rongeur. Les auteurs suggèrent ainsi un rôle de CR1 dans la 

phagocytose par les cellules microgliales, qui pourrait également influencer la mort 

neuronale observée au cours de la MA. 

 

2. Hypothèse de la neuroinflammation 

La neuroinflammation joue un rôle sinistre (négatif) dans le processus physiopathologique 

de la MA, pouvant même être considérée par certains auteurs comme étant le mécanisme 

initiant la maladie (Sleegers et al., 2010, Zhu et al., 2015). Le système du complément 

étant un initiateur clé de l’inflammation (Song et al., 2000), comme décrit dans les 

chapitres précédents (régulation de la voie du complément), CR1 pourrait jouer un rôle 

dans la neuroinflammation via la modulation de l’inflammation. 

La majorité des protéines du complément sont synthétisées au niveau du foie et sont 

présentes à des concentrations élevées au niveau du sérum. Cependant, les cellules gliales 

et les neurones dans le système nerveux central peuvent produire plusieurs composants du 

système du complément, et cette production est élevée au cours de la MA. Dans ce sens, 

Akiyama et al. (2000) ont montré que les protéines du complément et du CAM 

(Complexe d’attaque membranaire) activés, étaient associées aux caractéristiques 

physiopathologiques de la MA, telles que les plaques amyloïdes et la mort neuronale, 

suggérant un effet néfaste de l’activation du complément sur le cerveau. Ainsi, il est 

possible que la réduction (ou l’inhibition) de l’activation du complément ait un effet 
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protecteur dans le cerveau. CR1, qui peut atténuer la réponse immunitaire, pourrait ainsi 

prévenir la survenue des lésions cérébrales observées au cours de la MA. Cependant, 

Wyss-Coray et al. (2002) ont montré dans un modèle de souris transgéniques que 

l’inhibition de l’activation du complément était associée à une augmentation des dépôts 

amyloïdes et de neurodégénérescence, alors que l’activation du complément 

(surexpression de C3) était associée à une diminution de la charge amyloïde, suggérant 

que la voie du complément ait un rôle de protection. Dans ce scénario, l’isoforme de CR1 

le plus long, CR1*2, aurait une activité plus inhibitrice du complément, et donc 

supprimerait l’effet protecteur de la voie du complément (Brouwers et al., 2012). 

Bien que le rôle du système du complément dans la pathogénèse de la MA ait été souligné 

dans plusieurs études, le rôle cellulaire et moléculaire des protéines du complément n’est 

pas entièrement connu. Crehan et al. (2013) ont étudié le rôle du CR1 microglial dans la 

survenue de dommages neuronaux chez le rongeur, et ont montré que les cellules 

microgliales présentaient un phénotype activé associé à une augmentation de l’expression 

de CR1. Les auteurs ont également montré que l’activation du CR1 microglial était 

préjudiciable aux neurones, et ceci en corrélation avec une augmentation de la production 

de superoxyde microglial intra-cellulaire, TNF-  (Tumor Necrosis Factor- ) et IL1-  

(Interleukine 1- ). Ces résultats suggèrent un rôle du CR1 microglial dans la mort 

neuronale, observée au cours de la MA. 

3. Hypothèse de la voie Tau 

Bien que de nombreuses études aient exploré les liens possibles entre CR1 et la voie 

amyloïde, très peu d’études se sont intéréssées au rôle potentiel de CR1 dans la voie Tau. 

D’après Gandy et al. (2013), et d’après une étude menée par Haroutunian et dont les 

données ne sont pas publiées, les concentrations d’ARNm de CR1 étaient en corrélation 

avec la densité de la dégénérescence neurofibrillaire (DNF) et la phosphorylation de tau. 

Néanmoins, lier l’expression de CR1 à la tauopathie nécessite plus d’études. Dans ce sens, 

Killick et al. (2013) ont mené une étude chez le rongeur pour explorer le lien potentiel 

entre CR1 et la tauopathie. Chez le rongeur, le gène orthologue le plus proche de CR1 est 

Crry (CR1-lié à la protéine y). Les auteurs ont examiné, par immunoblotting, les lysats 

hippocampiques provenant de souris Crry -/- et ceux de souris contrôles appariées sur 

l’âge. Le facteur H était considéré comme un biomarqueur de la progression de la 



94 
 

maladie, la phosphorylation de tau sur le site sérine 235 et les formes hyperphosphorylées 

de la protéine tau étaient considérées comme des caractéristiques neuropathologiques de la 

MA. Ces auteurs ont montré que le facteur H et la phosphorylation de tau sur le site sérine 

235 étaient significativement réduits chez les souris Crry -/- par rapport aux contrôles 

(Killick et al., 2013). Ces résultats suggéraient que CR1 aurait un rôle dans la 

phosphorylation de tau. Cette étude constitue un point de départ pour de nouvelles 

tentatives pour montrer un rôle potentiel de CR1 dans la tauopathie. 
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DEUXIEME PARTIE – Projet de Recherche 
___________________________
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Chapitre I – Hypothèses et objectifs 

 Le CR1 peut exister sous différentes formes structurales, ce qui pourrait induire des 

niveaux de risque différents, voire intervenir dans les mécanismes physiopathologiques de la 

MA. Certains phénotypes d’expression de CR1 pourraient protéger contre la MA tandis que 

d’autres pourraient augmenter le risque de développer la maladie. Plusieurs hypothèses 

concernant le rôle du CR1 dans le développement de la MA ont été proposées mais elles 

restent à démontrer. En effet, le CR1 pourrait avoir un effet protecteur en favorisant la 

clairance des peptides -amyloïde dont l’accumulation, sous forme de plaques, est l’une des 

deux lésions caractéristiques de la MA (Sleegers et al., 2010). Une autre hypothèse propose 

un rôle prépondérant de la réaction  inflammatoire, et donc une implication de CR1 dans la 

modulation de la réponse immune, dans le développement de la maladie (Zetzsche et al., 

2010). 

 Enfin, le CR1 soluble (CR1S) pourrait jouer un rôle d’anti-inflammatoire (Sleegers et 

al., 2010), mais la corrélation entre le taux de CR1S et l’apparition de la maladie reste à 

démontrer.  

 Si de nombreuses études génétiques semblent avoir montré un lien évident entre le 

gène CR1 et la MA, aucune exploration d’un lien entre les polymorphismes de la protéine 

CR1 (longueur / densité) et la maladie n’a encore été réalisée.  

 L’objectif principal de cette étude était donc de rechercher si l’expression de CR1, 

étudiée à travers les polymorphismes de longueur, les polymorphismes de densité (nombre de 

sites antigéniques de CR1 par érythrocytes), le taux de CR1 soluble sérique, déterminée de 

façon génétique ou acquise, serait un facteur de susceptibilité de la MA. Le second objectif 

était de lier les différences décelées chez les patients atteints de MA et les témoins à des 

éléments de physiopathologie. 
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Chapitre II – Méthodes 

I. Population de l’étude 

  Il s’agit d’une étude cas-témoins, à inclusion prospective, unicentrique. Les 

 sujets sont des patients caucasiens consultant ou hospitalisés dans le service de 

 médecine interne et gériatrie du Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Reims et 

 bénéficiant du bilan complet classiquement réalisé dans le cadre de la recherche d’une 

 MA ou syndromes apparentés (examen clinique, tests psychométriques, tests 

 neuropsychologiques, imagerie cérébrale, biologie standard et, le cas échéant, étude 

 des biomarqueurs du liquide céphalo-rachidien). 

1. Critères d’inclusion 

Patients caucasiens âgés de 65 ans ou plus, consultant ou hospitalisés dans le service 

de médecine interne et gériatrie du CHU de Reims. 

Le groupe « cas » était constitué de patients chez qui le diagnostic de MA a été posé 

au terme de ce bilan complet selon les critères du DSM-IV-TR (American Psychiatric 

Association, 2000), du NINCDS-ADRDA (McKhann et al., 1984) et/ou des nouveaux 

critères de Dubois (Dubois et al., 2010). 

Le groupe « témoins » était constitué : (i) soit de patients consultant pour un motif 

autre que plainte mnésique ou hospitalisés pour un motif autre que troubles cognitifs, 

et chez qui le diagnostic de MA a été exclu au terme de ce bilan complet, (ii) soit de 

sujets volontaires ayant bénéficié d’un bilan complet permettant d’exclure une MA ou 

syndromes apparentés. 

2. Critères de non inclusion 

Patients protégés par la loi (tutelle ou curatelle). 

Patients présentant une pathologie pouvant modifier la physiologie du CR1 telle que 

les anémies hémolytiques, une insuffisance rénale ou hépatique sévère, une maladie 

auto-immune (lupus) ou une infection à VIH. 

Les modalités et objectifs de l’étude ont été exposés à tout patient éligible dans 

l’étude. Pour chaque patient ayant accepté de participer à l’étude, un formulaire de 
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consentement éclairé a été signé et un prélèvement sanguin réalisé. Ce prélèvement 

comportait deux tubes (un tube EDTA et un tube sec) afin de réaliser les analyses 

biologiques spécifiques à cette étude. 

3. Variables recueillies 

  Pour chaque sujet inclus, ont été recueillis :  

les caractéristiques socio-démographiques : âge, sexe, lieu de vie, niveau 

d’étude, 

les caractéristiques cliniques : motif de consultation ou d’hospitalisation, 

antécédents médicaux, nombre de médicaments, score de comorbidités calculé 

par l’indice de Charlson (Charlson et al., 1987),  

l’état cognitif global évalué par le Mini Mental State Examination (MMSE) 

(Derouesné et al., 1999 ; Folstein  et al., 1975 ; Kalafat et al., 2003) et le test 

du cadran de l’horloge (TCH) (Manos, 1998),  

les données de l’évaluation fonctionelle : état d’autonomie évalué par l’échelle 

IADL de Lawton (Instrumental Activities of Daily Living) (Lawton & Brody, 

1969) et l’échelle ADL de Katz (Activities of Daily Living) (Katz et al., 1963), 

 l’état thymique évalué par l’échelle de Cornell ou la mini-GDS (Geriatric 

depression scale) selon le cas,  

l’état nutritionnel évalué par la MNA (Mini Nutritional Assessment) 

(Rubenstein et al., 2001), 

les tests neuropsychologiques : évaluent plusieurs grandes fonctions 

cognitives pertinentes pour la détection d’un déficit/déclin cognitif : 

o Le fonctionnement mnésique : Evaluation de la mémoire épisodique 

verbale réalisée grâce au test du rappel libre/rappel indicé en 16 items 

(Van Der Linden et al., 2004), et évaluation de la mémoire épisodique 

visuelle par le DMS 48 (Barbeau et al., 2004) et par les épreuves 

visuelles issues de la BEM 144 (Signoret, 1991).  

o Le fonctionnement exécutif : une évaluation de la mémoire de travail 

est effectuée en modalité verbale grâce à l’indice de mémoire de travail 

de la WAIS IV (Wechsler, 2008) et en modalité visuelle grâce aux 

cubes de Corsi (Corsi, 1972) ou aux cubes de la MEMIII (Wechsler, 
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2001). L’évaluation de la sensibilité à l’interférence est réalisée par le 

test de Stroop (Roussel & Godefroy, 2008). La vitesse de traitement de 

l’information est estimée grâce à l’indice de vitesse de traitement de la 

WAIS IV (Wechsler, 2008). Les capacités de flexibilité mentale sont 

explorées à l’aide du Trail Making Test, forme A et B (Tombaugh, 

2004). Une évaluation des capacités d’abstraction verbale réalisée par 

le subtest Similitudes de la WAIS IV (Wechsler, 2008). Les capacités 

d’abstraction visuelle, l’identification de concepts, la résistance à 

l’interférence et la capacité à identifier et maintenir une règle sont 

évaluées par Le Modified Card Sorting Test (Nelson, 1976). Une 

évaluation des fluences littérales et sémantique (Cardebat et al., 1990). 

Enfin, la programmation motrice et l’inhibition motrice sont évaluées 

par la BREF (Dubois et al., 2000).  

o Le fonctionnement langagier : L’accès au lexique est évalué par une 

épreuve de dénomination verbale (De Partz et al., 2001). L’appariement 

sémantique est évalué par le Pyramid and Palm Tree Test (Howard et 

al., 1992). Les connaissances sémantiques plus générales sont évaluées 

par la BECS-GRECO (Merck et al., 2011). La compréhension verbale 

orale et écrite est évaluée par le MT86 (Nespoulous et al., 1993). La 

production écrite et l’orthographe sont évaluées par une épreuve de 

dictée (Croisile, 1999).  

o Les gnosies visuelles : une batterie est utilisée afin d’évaluer les 

traitements perceptifs (précoce, intermédiaire et tardif) et les 

traitements associatifs (structural et sémantique) : le Protocole 

d’Evaluation des Gnosies Visuelles (PEGV) (Agniel et al., 1993).  

o Les praxies gestuelles : deux batteries sont utilisées afin d’évaluer le 

versant moteur et le versant associatif ainsi que la reconnaissance des 

gestes significatifs ou non (Anicet et al., 2007 ; Mahieux-Laurent et al., 

2009). 

Les données issues des examens complémentaires classiquement réalisés dans 

le cadre d’un bilan de troubles cognitifs : données biologiques (numération 

formule sanguine, plaquettes, ionogramme sanguin, glycémie, calcémie, 
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créatininémie, TSH, Vitamine B12, folates érythrocytaires et le cas échéant, 

une étude des biomarqueurs du liquide céphalo-rachidien) et données de 

l’imagerie cérébrale. 

Les données biologiques spécifiques à l’étude : polymorphisme de longueur de 

CR1 érythrocytaire, étudié au niveau protéique et au niveau du gène, 

polymorphisme de densité de CR1 érythrocytaire ou CR1/E (nombre de sites 

antigéniques par érythrocytes = expression), étudié au niveau protéique et au 

niveau du gène (sites HindIII et Q981H), analyse des SNPs reliés à 

l’expression érythrocytaire du CR1 et enfin le taux sérique du CR1 soluble. 

4. Plan d’investigation 

L’acheminement des prélèvements sanguins s’est fait immédiatement vers le 

laboratoire d’immunologie du CHU de Reims, sans condition particulière de transport. 

Ces prélèvements ont été conservés à 4°C.  

A partir du tube sec, les sérums ont été aliquotés dans les 24 heures et congelés à 

-20°C, ce qui a permis d’effectuer des analyses CR1S en technique ELISA en série. 

A partir du tube EDTA : 

- Techniques de marquage anti-CR1 et lecture en cytométrie en flux. 

- Extraction membranaire pour effectuer en série un Western-blot anti-CR1. 

- Extraction d’ADN pour effectuer en série les études de biologie moléculaire. 

La technique de marquage anti-CR1 et lecture en cytométrie en flux ainsi que 

l’extraction d’ADN et de protéines ont été réalisées chaque semaine. Le Western-blot 

anti-CR1, l’ELISA anti-CR1S et les techniques de biologie moléculaire ont été 

réalisés par regroupement en séries constituées au fil du temps de collection des 

échantillons, de nombre de sujets adapté à l’analyse concernée.  

La densité de CR1/E a été déterminée par cytométrie en flux. Le taux sérique de CR1S 

était déterminé par ELISA. Le polymorphisme de longueur de la molécule a été 

caractérisé par Western-blot et HRM (High Resolution Melting). Les SNPs reliés à 

l’expression érythrocytaire du CR1 ont été analysés par biologie moléculaire : 

amplification d’ADN suivie d’une technique de pyroséquençage. 
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5. Critères de jugement 

Polymorphisme de longueur de la molécule (au niveau de la protéine et du gène), 

polymorphisme de densité de CR1 (au niveau de la protéine : densité de CR1/E 

correspondant au nombre de sites antigéniques de CR1 par érythrocytes), et au niveau du 

gène (site HindIII et Q981H), étude des SNPs reliés à l’expression érythrocytaire du CR1, 

et taux du CR1 sérique soluble. 

6. Considérations éthiques 

 Cette étude relevant de la loi de recherche biomédicale a reçu l’aval du Comité de 

protection des personnes (CPP) et de l’Agence Française pour la Sécurité SAnitaire des 

Produits de Santé (AFSSAPS) (Actuellement ANSM : Agence Nationale de Sécurité du 

Médicament et des produits de santé). Les modalités et objectifs de l’étude ont été exposés 

à tout patient éligible dans l’étude. Pour chaque patient ayant accepté de participer à 

l’étude, un formulaire de consentement éclairé a été signé et un prélèvement sanguin 

réalisé. Ce prélèvement comportait deux tubes (un tube EDTA et un tube sec) afin de 

réaliser les analyses biologiques spécifiques à cette étude. 

 

II. Etude des SNPs 

1. Amplification de rs6656401, rs113531714 et rs112003429 

 Les amorces utilisées étaient A661A 5 -GGCTTGTAGATGCATCATTTCC-3  et 

A661RE BIOT 5 -CAATCACGTTAATGATCTCGAGC-3  biotinylé en 5  afin de 

permettre l’immobilisation du produit de PCR sur les billes de streptavidine et la 

préparation d’un ADN simple brin. La PCR a été réalisée à l’aide de l’appareil 

« MyCycler » (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) dans les conditions suivantes : 100 

L de volume final contenant 1 L d’ADN (entre 100 et 250 ng), les dNTP 

(déoxynucleotide triphosphates) utilisés à une concentration de 200 mol/L pour chacun, 

les amorces à la concentration de 0,5 mmol/L chacune, 1,5 mmol/L de MgCl2, et 2,5 U de 

Taq ADN polymérase (AmpliTaq, Applied Biosystems, Saint Aubin, France) dans le 

tampon fourni par le fabricant.
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 Les conditions d’amplifications étaient les suivantes : 1 cycle à 94°C pendant 10 

minutes, puis 35 cycles à 94°C pendant 30 secondes, 60°C pendant 30 secondes, et 72°C 

pendant 30 secondes, suivies d’1 cycle à 72°C pendant 10 minutes. 

 Tous les produits d’amplification ont été soumis à une éléctrophorèse sur gel 

d’agarose contenant du bromure d’éthidium avant son isolement pour pyroséquençage. 

2. Amplification de rs3818361

 Les amorces utilisées étaient ALZ1 5 -TGTTAGATATGGGGCAATTTCC-3  et 

ALZ1RE BIOT 5 -TGTGGCTACTGAACTACCAATCTT-3  biotinylé en 5  afin de 

permettre l’immobilisation du produit de PCR sur les billes de streptavidine et la 

préparation d’un ADN simple brin. 

 La PCR a été réalisée à l’aide de l’appareil « MyCycler » (Bio-Rad, Marnes-la-

Coquette, France) dans les conditions suivantes : 100 L de volume final contenant 1 L 

d’ADN (entre 100 et 250 ng), les dNTP (déoxynucleotide triphosphates) utilisés à une 

concentration de 200 mol/L pour chacun, les amorces à la concentration de 0,5 mmol/L 

chacune, 2 mmol/L de MgCl2, et 2.5 U de Taq ADN polymérase (AmpliTaq, Applied 

Biosystems, Saint Aubin, France) dans le tampon fourni par le fabricant. 

 Les conditions d’amplifications étaient les suivantes : 1 cycle à 94°C pendant 10 

minutes, puis 35 Cycles à 94°C pendant 60 secondes, 58°C pendant 60 secondes, et 72°C 

pendant 60 secondes, suivies d’1 cycle à 72°C pendant 10 minutes. 

 Tous les produits d’amplification ont été soumis à une éléctrophorèse sur gel 

d’agarose contenant du bromure d’éthidium avant son isolement pour pyroséquençage. 

3. Amplification du SCR 24-25 

 Les amorces utilisées étaient SCR2425 5 -

TAAAAAAATAAGCTGTTTTACCATACTC-3  et SCR2425inv 5 -

CCCTCACACCCAGCAAAGTC-3  afin de permettre l’immobilisation du produit de 

PCR sur les billes de streptavidine et la préparation d’un ADN simple brin. La PCR a été 

réalisée à l’aide de l’appareil « MyCycler » (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) dans 

les conditions suivantes : 100 L de volume final contenant 1 L d’ADN (entre 100 et 

250 ng), chaque dNTP concentré à 200 mol/L, chaque amorce concentrée à 0.5 mmol/L, 

2.5 mmol/L de MgCL2, et 2.5 U de Taq ADN Gold polymérase (AmpliTaq, Applied 

Biosystems, Saint Aubin, France) dans le tampon fourni par le fabriquant. 
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 Les conditions d’amplifications étaient les suivantes : 1 cycle à 94°C pendant 10 

minutes, puis 35 Cycles à 94°C pendant 60 secondes, 58°C pendant 60 secondes, et 72°C 

pendant 60 secondes, suivies d’1 cycle à 72°C pendant 7 minutes.  

 Tous les produits d’amplification ont été soumis à une éléctrophorèse sur gel 

d’agarose contenant du bromure d’éthidium avant purification sur colonne Qiaquick 

(Qiaquick PCR purification kit, Qiagen, Saint Aubin, France) et son isolement pour 

pyroséquençage. 

4. Pyroséquençage

 Les amorces ont été conçues pour s’hybrider à proximité des codons rs6656401 et 

rs3818361 du gène CR1 : A66SEQ 5 -CCTTCTCTGTCTCCATCTT-3  et ALZ1SEQ 5 -

ATGGGGCAATTTCCT-3 , respectivement. Le produit PCR biotinylé (40 L) a été 

immobilisé sur des billes de Sepharose recouvertes de 4 L de streptavidine (capacité de 

liaison > à 1,2 nmol; Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) dans 40 L de 

tampon de liaison (10 mmol/L Tris-HCl [pH 7,6], 2 mol/L NaCl, 1 mmol/L EDTA, 0,1% 

Tween 20) sur un incubateur (1400 rpm) à temperature ambiante pendant 10 minutes. Les 

produits de PCR immobilisés sur les billes ont été ensuite transférés sur une plaque 

filtrante à 96 puits (Millipore, Molsheim, France) et séchés sous vide. L’ADN simple brin 

a été obtenu en ajoutant 50 L de solution de dénaturation (0,2 mol/L de NaOH) pendant 

1 minute. Le brin immobilisé a été lavé deux fois avec 150 L de tampon de lavage (10 

mmol/L Tris-acétate [pH 7,6]) puis remis en suspension dans 45 L de tampon 

d’hybridation (20  mmol/L Tris-acétate [pH 7,6], 2 mmol/L acétate de magnesium) et 

transféré dans les  puits contenant 15 pmol d’amorce de séquençage dans un volume de 

1,5 L de tampon d’hybridation. La plaque a été chauffée à 61°C pendant 5 minutes. Le 

pyroséquençage en temps réel (Real-time Pyrosequencing) a été réalisé à 28°C dans un 

automate de 96 puits, en utilisant le pyroséquençeur PSQ SNP 96 enzymes et substrat 

(Pyrosequencing AB, Uppsala, Sweden) avec dispense cyclique de nucléotide.  

 Concernat le SCR 24-25, les produits d’amplification ont été séquençés en utilisant le 

pyroséquençeur Genetic Analyzers 3130 (Hitachi, Applied Biosystems, Saint Aubin, 

France). 

 L’analyse par ordinateur a été basée sur un algorithme comparant les hauteurs des 

différents pics et le nombre de bases du fragment polymorphique. 
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III. Etude des polymorphismes de longueur de CR1 

  Les polymorphismes de longueur de CR1 ont été étudiés aussi bien au niveau 

 de la protéine qu’au niveau du gène. 

1. Etude des polymorphismes de longueur au niveau de la protéine 

a. Anticorps monoclonaux anti-CR1 

 Nous avons utilisé comme anticorps anti-CR1 l’anticorps J3D3. J3D3 est un 

anticorps appartenant à un groupe d’anticorps comme J8B10, TO5, 9H3,  7G9, et YZ-

1 reconnaissant des épitopes localisés au niveau des trois derniers SCRs (Short 

Consensus Repeat) des trois premiers LHRs (Long Homologus Repeat) de la molécule 

CR1 : SCRs 5, 6, 7, 12, 13, 14, 19, 20 et 21 (Nickells et al., 1998). 

 D’autres anticorps monoclonaux anti-CR1 J3B11, TO5 et E11 ont également été 

 utilisés pour éviter un biais lié à l’anticorps (expériences témoins) (Tableau 8). 

 

L’anticorps monoclonal anti-CR1 (J3D3biot) a été utilisé aussi bien pour la 

 cytométrie en flux que pour le Western Blot.  

L’anticorps monoclonal anti-CR1 (J3D3) obtenu à partir de cellules d’hybridomes 

(Cook et al., 1985) a été cultivé dans un milieu RPMI 1640 (Life Technologies, 

Cergy-Pontoise, France) supplémenté avec 10% sérum de veau foetal inactivé par la 

chaleur, glutamine (2 mM),  pénicilline/streptomycine/fungizone (1000 U/mL ; 1000 

g/mL ; 2,5 g/mL ; Sigma,  St Quentin Fallavier, France). L’anticorps monoclonal 

anti-CR1 (J3D3) a été purifié à partir d’ascite de souris en utilisant la méthode de 

contreprécipitation à l’acide  octanoique (Steinbuch & Audran, 1969). 
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b. Extraction des protéines membranaires érythrocytaire et Western Blot 

 La technique d’extraction est effectuée à froid (dans un bac à glace) avec 

refroidissement de tous les réactifs. A partir d’un prélèvement sanguin effectué sur 

tube EDTA, 250 l du prélèvement sanguin sont lavés trois fois dans le PBS 5mM 

EDTA par centrifugation à 4°C pendant 10 min à 430g. Puis 25 l du culot sont 

incubés 15 minutes dans des tubes Nalgène contenant de l’eau distillée, du PMSF 

0,1M et des inhibiteurs de protéases 5X (Roche, Germany), afin de lyser les cellules. 

Les tubes sont centrifugés à 3000g pendant 5 min, puis à 10000g pendant 20 minutes 

afin de précipiter les membranes. Après élimination du surnageant, le culot est remis 

en suspension dans 20 l de tampon d’extraction (Tris HCl 20mM pH7.4, NaCl 

150mM, EDTA 5mM, EGTA 5mM). Puis 20 l de tampon d’extraction avec 1% de 

NP40 sont ajoutés. Une dernière centrifugation à 12000g pendant 15 minutes est 

réalisée afin d’éliminer les particules insolubles. La phase liquide contenant les 

protéines est  récupérée et congelée à -20°C. Vingt L d’extraits protéiques sont 

mélangés à 5 L de tampon de charge non réducteur puis séparés par électrophorèse 

en gel polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de sodium (PAGE-SDS) à 7,5%. 

Le transfert des protéines a lieu sur une membrane de PVDF (Amersham, Life 

Sciences, France) à partir d’un Trans-Blot SD (Biorad, USA) en milieu semi sec avec 

du tampon de transfert (Tris 25mM, glycine 192mM et 15% de méthanol). 

  Après le transfert, les sites de la membrane sont bloqués dans du tampon 

 phosphate salin (PBS) contenant 0,5% de lait écrémé en poudre et 0,1% de Tween 20. 

 Après 45 minutes d’incubation et trois lavages en PBS contenant 1% de lait et 0,1% de 

 Tween 20, la membrane est incubée pendant une nuit à 4°C avec le premier anticorps 

 anti-CR1 biotinylé, le J3D3 (0,4 mg/ml) dilué au 1/100. Après trois lavages en PBS 

 avec 1% de lait, l’anticorps anti-anticorps de souris biotinylé (Amersham, Life 

 Sciences, France) dilué au 1/400 est ajouté puis incubé 1h sous agitation à température 

 ambiante. Après trois lavages effectués comme précédemment, la streptavidine 

 biotinylée/peroxydase (Amersham, Life Sciences, France) diluée au 1/500 est ajoutée 

 et incubée 1h sous agitation à température ambiante. Après chaque marquage, trois 

 lavages au PBS avec 1% de lait sont effectués et à la fin du dernier a lieu un lavage en 

 PBS seul. 
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  La révélation a lieu en chambre noire grâce à un kit ECL chemiluminescence 

 (Amersham, Arlington Heights, IL, USA). Après le mélange des deux réactifs et dépôt 

 de moins d’une minute sur la membrane, la lumière émise par la réaction d’oxydation 

 du luminol contenu dans le kit ECL par la péroxydase, est imprégnée sur des films 

 KODAK X-OMAT AR (KODAK, Rochester, EU). 

  L’analyse densitométrique des WBs a été réalisée grâce à un densitomètre 

 (Bio-Rad model Chemidoc XRS) en utilisant le logiciel Quantity One 1-D, version 

 4.6.1 (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France). 

2. Etude des polymorphismes de longueur de CR1 au niveau du gène 

  Les polymorphismes de longueur de CR1 ont également été étudiés au niveau 

 du gène grâce à une technique innovante l’HRM (High Resolution Melting ou fusion à 

 haute résolution). 

a. Détermination des polymorphismes de longueur de CR1 par HRM (High 

Resolution Melting ou fusion à haute résolution) 

 Les amorces sens et antisens, référencées CN3 et CN3re respectivement, ont 

été synthétisées par la société Eurogentec (Seraing, Belgique). 

  Ces amorces CN3 et CN3re, présentent plus particulièrement les séquences 

 suivantes : SEQ ID NO 1 : 5 -GGCCTTAGACTTCTCCTGC-3  et SEQ ID NO : 2 5 -

 GTTGACAAATTGGCGGCTTCG-3  respectivement. 

  Le principe de ce mode de réalisation particulier de la méthode de détection 

 des polymorphismes de longueur de CR1 est de tirer parti de l’existence de 5 

 changements de nucléotides dans un segment génomique du LHR B, représentant un 

 variant caractéristique du LHR B (segment variant B), ce dernier étant un segment 

 génomique homologue du LHR C (segment non variant). 

  Les amorces (CN3 et CN3re) permettent d’amplifier les segments génomiques 

 correspondant au segment variant B et au segment non variant du domaine LHR C. 

  La réaction d’amplification de ces segments a été réalisée par PCR 

 (Polymerase Chain reaction) dans un volume total de 20 L, utilisant 10 L de 

 « LightCycler 480 High Resolution Melting Master Mix 2X concentré » (Roche, 

 Meylan, France), 2 L de MgCl2 (25mM), 1 L d’amorce CN3 de SEQ ID NO : 1 

 à une concentration de 300 nmol/L, 1 L d’amorce CN3re de SEQ ID NO : 2 à une 
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 concentration de 300  nmol/L, 5 L d’eau et 10 ng d’ADN génomique. Les réactions 

 de PCR ont été réalisées à l’aide de plaques de 96-puits « LightCycler 480 

 multiwell Plate 96, white »  (Roche, Meylan, France) selon le protocole 

 d’amplification suivant : 1 cycle à 95°C pendant 10 minutes, 45 cycles à 95°C 

 pendant 10 secondes, à 62°C pendant 15 secondes, et à 72°C pendant 20 secondes.

  La fusion à haute résolution (High Resolution Melting ou HRM) des amplicons 

 obtenus lors de l’étape de PCR a été réalisée à l’aide de l’appareil « LightCycler 480 

 System » (Roche, Meylan, France) et permet de mettre en évidence des profils de 

 courbe de fusion qui correspondent aux allotypes du polymorphisme de longueur de 

 CR1 observés en WB. 

IV.Etude des polymorphismes de densité de CR1 

  Les polymorphismes de densité de CR1 ont été étudiés aussi bien au niveau de 

 la protéine (nombre de sites antigéniques de CR1 par érythrocytes) qu’au niveau  du 

 gène (sites HindIII et Q981H). 

1. Etude des polymorphismes de densité de CR1 au niveau de la protéine 

a. Immunomarquage du CR1 érythrocytaire et lecture par cytométrie en 

flux 

  La détermination de la densité érythrocytaire de CR1 a été réalisée par 

 immunomarquage des érythrocytes avec un anticorps anti-CR1 et lecture en 

 cytométrie en flux. 

  La cytométrie en flux (CMF) permet le dénombrement et la caractérisation de 

 cellules en suspension par l’analyse de la diffraction de la lumière lors d’un passage 

 devant un faisceau laser et par la mesure de l’intensité de fluorescence après 

 immunomarquage par exemple. 

 A partir d’un prélèvement sanguin sur tube EDTA, 250 L de sang ont été 

prélevés et ajoutés dans 8 mL de PBS-BSA 1% puis centrifugés à 4°C pendant 5 min à 

700g (centrifugeuse JOUAN GR 4-22). Ce lavage a été répété deux fois. Huit L du 

culot globulaire ont été mis en suspension dans 3 mL de PBS-BSA 1%. Puis 100 L 

de cette dilution ont été mis dans des tubes Micronics® avec 800 L de PBS BSA 1% 
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puis centrifugés à 4°C pendant 4 min à 600g. Une fois le surnageant éliminé par 

aspiration, les globules rouges ont été marqués avec 20 L d’anticorps J3D3 biotinylé

(0,4 mg/mL) dilué au 1/100 en PBS-BSA 1%. Un témoin négatif est réalisé avec 20 

L de PBS-BSA 1%. Une incubation de 45 min à 4°C a été faite à l’abri de la lumière. 

Le culot cellulaire a été lavé deux fois avec 800 L de PBS-BSA 1% avant une 

incubation de 30 minutes à 4°C à l’abri de la lumière, avec 20 L de streptavidine 

marquée à la phycoérythrine (0,2 mg/mL, ref : 12-4317-87 eBioscience,  France) 

diluée au 1/10 en PBS-BSA 1%. Après deux lavages, le culot a été incubé avec 20 L 

d’anti streptavidine biotinylée (0,5 mg/mL, ref : BA-0500 Vector Laboratories Inc 

USA) diluée au 1/100, pendant 30 minutes à 4°C à l’abri de la lumière. Après deux 

lavages en PBS-BSA 1%, une nouvelle incubation en présence de streptavidine 

phycoérythrine a été effectuée dans les mêmes conditions que précédemment. Enfin le 

marquage cellulaire a été fixé par 200 L d’une solution de Formaldéhyde à 37% dilué 

au 1/100 (ref F8775-25mL Sigma Aldrich, France) sous agitation avant la lecture au 

cytomètre. Les cellules marquées ont été analysées avec le cytomètre FACStar plus® 

(Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) et avec le cytomètre Guava EasyCyte 

plus (Millipore, France). Au moins 10000 événements sont enregistrés par échantillon.  

 A chaque série, trois témoins représentatifs des trois profils de densité de CR1 

possibles avaient servis de témoins positifs. A partir de ces trois témoins de référence 

et des témoins négatifs (sans anticorps J3D3 biot) une droite d’étalonnage était réalisée 

(Figure 22), puis les moyennes de fluorescence (MFC ou Mean Fluorescence 

Channel) de chaque patient étaient reportées dans un tableau Excel afin de calculer le 

nombre de sites de CR1 par érythrocytes (Tableau 9).
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Figure 22 Droite d’étalonnage du nombre de sites antigéniques de CR1 par érythrocytes 
obtenue suivant les références du laboratoire et les témoins négatifs. 

 
Un immunomarquage avec un anticorps dirigé contre CR1 est réalisé avant lecture sur le 

cytomètre en flux. Dans le cadre de cet exemple, le cytomètre en flux utilisé est le 

FACSGuava. 

 

Tableau 9 Nombre de sites de CR1 par érythrocytes chez trois sujets.  

 

MFC
nbre de 

sites
y=mx+b Guava

Tem Neg 42,61 0 m b

Témoin 1 181,97 180 0,70648446 52,3413502 

Témoin 2 485,23 585    

Témoin 3 722,48 966 r2 0,99772212 
     

Patient 1 291 338    

Patient 2 469 590    

Patient 3 706 925    

 

Un immunomarquage avec un anticorps dirigé contre le récepteur CR1 était réalisé avant 

lecture sur cytomètre en flux. Dans le cadre de cet exemple, le cytomètre en flux utilisé était 
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le FACSGuava. Après avoir calculé le nombre de sites antigéniques de CR1 par érythrocytes 

pour le FACStar et le FACSGuava, nous réalisons la moyenne des deux cytomètres. 

 

2. Etude des polymorphismes de densité de CR1 au niveau du gène 

a. Extraction de l’ADN 

  A partir de 2 mL de prélèvement sanguin sur tube EDTA, l’extraction d’ADN 

 s’effectue à partir du kit QuickGene DNA whole blood selon les instructions fournies 

 par le fabricant (Life Science, FUJIFILM, Germany). Dans un tube Falcon de 15 mL 

 tube EDTA, on ajoute successivement 300 L de protéase EDB, 2 mL de sang, 2,5 mL 

 de tampon de lyse (LDB). Ce mélange est vortexé 15 secondes puis incubé 5 minutes à 

 56°C. Après l’incubation, 2,5 mL d’éthanol absolu sont ajoutés. Le mélange est à 

 nouveau vortexé 15 secondes puis transvasé dans une cartouche de l’automate. Trois 

 étapes vont être réalisées par l’appareil : la fixation des acides nucléique par la 

 membrane, le lavage et l’élution de l’ADN purifié. Après l’extraction, l’ADN est dosé 

 au spectromètre à 260 nm. 

b. Détermination du polymorphisme HindIII de l’intron 27 du gène CR1 par PCR 

RFLP 

  Dans chaque série ont été systématiquement inclus un témoin négatif sans 

 ADN et trois témoins positifs représentatifs des trois génotypes. 

  Les primers de cette PCR sont PHD1 5  - CCT TCA ATG GAA TGG TGC AT 

 - 3  et HK3, 5 AR 5  - CCC TTG TAA GGC AAG TCT GG - 3 .  

 La réaction de PCR a été effectuée dans un volume final de 50 L contenant du 

tampon Taq 1X (Perkin Elmer, USA), 2 mM de MgCl2 (Perkin Elmer, USA), 200 M 

de dNTP (PHARMACIA, Sweden), 5 ng/ L de chaque primer (Eurogentec, Belgium), 

1,25 U de l’AmpliTaq DNA polymérase (Roche, Germany) et 150 ng d’ADN.  

 Les conditions d’amplification étaient les suivantes : 10 minutes à 94°C, 

suivies de 40 cycles d’1 minute à 94°C, d’1 minute à 58°C et d’1 minute à 72°C, pour 

terminer par 1 cycle de 7 minutes à 72°C. Un gel à 1% d’agarose en TBE 1X 

contenant du bromure d’éthidium (BET) était préparé afin de déposer les produits de 
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PCR. La migration a été effectuée dans du tampon TBE 1X à 100 V pendant 1h30. On 

attend une bande à 1700 pb. 

  La digestion enzymatique s’effectuait la nuit à 37°C sous un volume de 50 L 

 avec 15 L d’eau distillée pour 20 L de produits de PCR ou 5 L d’eau distillée pour 

 30 L de produits de PCR suivant l’intensité de la bande d’amplification observée 

 précédemment puis 4 L de tampon 10X B2 (Jena Bioscience, Germany) et 1 L 

 d’enzyme de restriction HindIII (Jena Bioscience, Germany). 

  Les échantillons ont été déposés sur un gel d’agarose à 2% en TBE 1X 

 contenant du BET et la migration s’effectuait dans du tampon TBE 1X à 100 V 

 pendant 1h30. Un produit d’amplification non digéré était systématiquement déposé à 

 chaque série. 

c. Détermination du polymorphisme Q981H de l’exon 19 du gène CR1 par 

pyroséquençage

  Une amplification de la région à séquencer a été effectuée avec un primer 

 biotinylé en 5 . Le mono brin d’ADN amplifié avec cette amorce a été récupéré par 

 couplage des billes de sépharose recouvertes de streptavidine puis dénaturé.  

  Dans chaque série ont été systématiquement inclus un témoin négatif sans 

 ADN et trois témoins positifs représentatifs des trois génotypes. 

  Les primers de la première PCR étaient 16aL 5 -GCT ACA TGC AGG TTG 

 AGA CCT TAC-3  et PCRE111926RE 5 -CTG AGA TGT GGC TAG AAA GTA C-

 3 . 

  La PCR a été effectuée dans un volume final de 50 L contenant du tampon 

 Taq 1X (Promega, Madison, USA), 2 mM de MgCl2 (Promega, Madison, USA), 200 

 M de dNTP (PHARMACIA, Sweden), 5 ng/ L de chaque primer (Eurogentec, 

 Belgium), 1,25 U de Taq DNA polymérase (Promega, Madison, USA) et environ 150 

 ng d’ADN.  

 Les conditions d’amplification étaient les suivantes : 10 minutes à 94°C, 

suivies de 40 cycles d’une minute à 94°C, d’1 minute à 64°C et d’1 minute à 72°C, 

pour terminer par 1 cycle de 10 minutes à 72°C. Un gel à 2% d’agarose en TBE 1X 

contenant du BET était préparé afin de déposer les produits de PCR. La migration 

s’effectuait dans du tampon TBE 1X à 100 V pendant 1h30. La bande observée doit 

être située entre 200 et 500 pb. Puis une PCR nichée était effectuée afin d’obtenir une 



113 
 

amplification plus spécifique de l’exon 19 à partir des produits de la PCR précédente 

avec le primer PCRE111926RE et le primer PCRssCR1LikeBIOT 5 -CTG AGA TGT 

GGC TAG AAA GTA C-3 . Cette PCR était effectuée dans les mêmes conditions que 

la précédente avec 5 L de produits de la première PCR diluée au 1/40 dans un 

volume final de 100 L. 

  Comme précédemment, la taille des bandes d’ADN était vérifiée sur un gel 

 d’agarose à 2%. En attendant le pyroséquençage, les produits de PCR étaient 

 conservés soit à 4°C pendant une semaine, soit à -20°C au-delà d’une semaine.  

 Le kit utilisé est Pyro Gold Reagents 96 MA (QIAGEN, France). Les brins 

biotinylés étaient immobilisés sur billes de sépharose couplées à la streptavidine 

(PHARMACIA, Sweden). Dans un tube, les billes de streptavidine (4 L par 

échantillon) étaient mélangées au tampon de fixation (30 L) pour un même volume 

de PCR (30 L). Dans une plaque 96 puits, les billes étaient mélangées au produit de 

PCR (un volume de PCR pour un volume de mélange billes-tampon de fixation). La 

plaque était recouverte d’un film plastique et agitée continuellement à 1400 rpm 

pendant 10 minutes à température ambiante. Tous les puits étaient aspirés à l’aide de 

Vaccum Prep Tool (QIAGEN, France) et lavés à l’éthanol 70% puis rincés à l’eau 

distillée. Les brins étaient ensuite dénaturés par une solution de NaOH. Sur les filtres il 

ne restait plus que les brins biotinylés couplés aux billes de strepatvidine. La matrice 

immobilisée était ensuite resuspendue dans 45 L de tampon d’hybridation puis la 

totalité de la plaque à filtre était transférée sur la plaque de pyroséquenceur contenant 

1,5 L de primer de séquençage PYRO2Q981H 5 -TGA TTC TGG ATC CAA C- 3  

dilué au 1/10. La plaque était ensuite couverte d’un film plastique et incubée 2 minutes 

à 80°C. Puis elle était remise à température ambiante, pendant ce temps le 

pyroséquenceur PSQ 96 MA Systems (QIAGEN, France) était programmé. La 

cartouche était préparée par ajout des nucléotides A puis C, G et T, suivi du substrat et 

de l’enzyme. Enfin la plaque et la cartouche étaient insérées dans le pyroséquenceur et 

la réaction de séquençage était initiée. 
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V. Etude du CR1 soluble sérique par ELISA 

Le tube sec était centrifugé à 1200g pendant 10 min. Les sérums étaient 

aliquotés puis congelés à -20°C. Le kit ELISA anti-CR1 soluble (Uscn Life Science 

 Inc., Huston, Texas, USA) a été utilisé selon les instructions données par le fabricant. 

La figure 23 résume le schéma de notre étude. 

Figure 23 Schéma de l’étude.

(ADN = Acide désoxyribonucléique, CMF = Cytométrie en flux, EDTA = Ethylène diamine 

tétra acetic acid ou acide éthylène diamine tetraacétique, ELISA = Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay ou dosage d’immunoadsorption par enzyme liée, HRM = High 

Resolution Melting ou fusion à haute résolution, MA = Maladie d’Alzheimer, PCR-RFLP = 

Polymérase chain reaction- Restriction fragment length polymorphism ou réaction de 
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polymérisation en chaine- polymorphismes de longueur des fragments de restriction, WB = 

Western Blot). 

VI. Analyses Statistiques

Dans un premier temps, nous avons réalisé des analyses descriptives. Les variables 

quantitatives ont été décrites sous forme de moyenne et écart type (m ± ET) ; les 

variables qualitatives, sous forme d’effectif et de pourcentage.

Ensuite, nous avons réalisé des tris croisés et des analyses univariées en réalisant des 

comparaisons de moyennes, des comparaisons de pourcentages, ou des corrélations. Pour 

les comparaisons de moyennes, nous avons utilisé le test de student, le test de 

Mann-Withney, le test de Kruskal-Wallis, ou une analyse de variance, selon les 

conditions d’application. Pour les comparaisons de pourcentages, nous avons utilisé le 

test du chi² ou le test de fisher lorsqu’ils étaient appropriés. La recherche de corrélations 

entre variables quantitatives a été faite avec le coefficient de corrélation de Pearson et un 

test de la pente. Une analyse de concordance entre les génotypes HindIII et Q981H a 

été réalisée en utilisant le coefficient Kappa pondéré.

Enfin, pour identifier les facteurs associés de façon indépendante à la ma die 

d’Alzheimer, nous avons réalisé une analyse multivariée basée sur un modèle de 

régression logistique binaire, avec une méthode de sélection pas-à-pas des variables 

candidates. Les seuils d’entrée et de sortie étaient de 0,20. L’âge était une variable 

d’ajustement systématique pour le modèle multivarié. La qualité d’adéquation du modèle 

a été étudiée avec le test de Hosmer et Lemeshow. Les résultats sont présentés sous 

forme d’odds ratio (OR) avec leurs intervalles de confiance à 95 % (IC 95 %). 

Le seuil de signification retenu était de 0,05. En cas de test statistique non significatif un 

calcul de puissance a posteriori a été réalisé.

L’ensemble des analyses a été réalisé à l’aide du logiciel SAS (Statistical Analysis 

System) version 9.4 (SAS Institute, Inc., Cary, NC). 
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Chapitre III – Résultats 

I. Caractéristiques sociodémographiques et cliniques 

Au total, 187 sujets âgés de 78,2 ± 7,7 ans (65 à 93 ans) ont été inclus dans cette étude. Il 

s’agissait principalement de femmes (62%). Le tableau 10 résume les caractéristiques 

sociodémographiques et cliniques de l’ensemble des sujets (cas et témoins). 

Tableau 10 Caractéristiques socio-démographiques et cliniques de l’ensemble des sujets 
inclus (cas et témoins). 

Variable Cas + Témoins  

(n = 187) 

Age (années) 78,2 ± 7,7 

Sexe (F) 116 (62,0%) 

Lieu de Vie (domicile) 171 (91,4%) 

Niveau de dépendance  

IADL 6,2 ± 2,5 

ADL 5.6 ± 0,8 

Comorbidités (CI) 1,1 ± 1,3 

Cognition  

MMSE 

TCH (A) 

TCH (B) 

23,6 ± 6,2 

26,1 ± 6,8 

3,1 ± 1,5 

Malnutrition 64 (34%) 

n = effectifs; IADL, Instrumental Activities of Daily Living: valeurs de 0 (complétement 

dépendant) à 8 (complètement indépendant) (Lawton & Brody, 1969); ADL, Activities of 

Daily Living: valeurs de 0 (complétement dépendant) à 6 (complètement indépendant) (Katz 

et al., 1963); CI, Charlson’s index (Charlson et al., 1985); MMSE, Mini Mental State 

Examination: score de 0 à 30 (Folstein et al., 1975); TCH = Test du Cadran de l’Horloge); 

Malnutrition, évaluée par le MNA-SF (Mini Nutritional Assessment Short Form) et définie 

par un score  à 12 (Rubenstein et al., 2001). 
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 Dans cette étude, l’âge moyen était de 81,6 ± 7,2 ans (65 à 93 ans) pour les cas et 74,3 

± 6,3 ans (66 à 88 ans) pour les témoins.  

 Bien que la différence d’âge entre les cas et les témoins soit statistiquement 

significative (p < 10-4), elle était de 7,3 années soit inférieure à 10 ans. Par ailleurs, il 

n’existait aucune corrélation entre densité de CR1 (nombre de sites antigéniques de CR1) et 

âge : Coefficient de corrélation de Pearson : r = - 0,1, p = 0,17 chez tous les sujets (cas + 

témoins), r = 0,03, p = 0,75 chez les cas et r = - 0,07, p = 0,53 chez les témoins. Il parait donc 

très peu probable que la densité de CR1 soit âge dépendante. 

 Par ailleurs, il n’y avait pas de différence significative entre le groupe cas et le groupe 

témoin en fonction des autres caractéristiques sociodémographiques (sexe et lieu de vie) 

(Tableau 11). 

Tableau 11 Caractéristiques socio-démographiques et cliniques des cas et des témoins. 

 Sujets  

Variable 
Cas  

(n = 100) 

Témoins  

(n = 87) 
p 

Age (années) 81,5 ± 7,2 74,3 ± 6,3 < 10-4 

Sexe (F) 66 (66,0%) 50 (57,4%) 0,23 

Lieu de vie (Domicile) 88 (88%) 83 (95,4%) 0,73 

Niveau de dépendance    

IADL 4,81 ± 2,57 7,83 ± 0,86 < 10-4 

ADL 5,38 ± 1,0 5,95 ± 0,25 < 10-4 

Comorbidités (CI) 1,31 ± 1,26 0,86 ± 1,31 0,019 

Cognition    

MMSE 

TCH (A) 

TCH (B) 

19,2 ± 5,3 

21,7 ± 8,3 

2,0 ± 1,7 

28,8 ± 1,3 

29,6 ± 1,2 

3,9 ± 0,2 

< 10-4

< 10-4 

< 10-4 

Malnutrition 52 (52,0%) 12 (13,7%) < 10-4 

n = effectifs; IADL, Instrumental Activities of Daily Living: valeurs de 0 (complétement 

dépendant) à 8 (complètement indépendant) (Lawton & Brody, 1969); ADL, Activities of 

Daily Living: valeurs de 0 (complétement dépendant) à 6 (complètement indépendant) (Katz 

et al., 1963); CI, Charlson’s index (Charlson et al., 1985); MMSE, Mini Mental State 
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Examination: score de 0 à 30 (Folstein et al., 1975); TCH = Test du Cadran de l’Horloge; 

Malnutrition, évaluée par le MNA-SF (Mini Nutritional Assessment Short Form) et définie 

par un score  à 12 (Rubenstein et al., 2001). 

 

 Concernant les caractéristiques cliniques, l’évaluation fonctionnelle selon les échelles 

IADL et ADL retrouvait un score moyen à 4,81 ± 2,57 et 5,38 ± 1,0 avec une médiane à 5,5 et 

6 chez les cas, et respectivement 7,83 ± 0,86 et 5,95 ± 0,25 avec une médiane à 8 et 6 chez les 

témoins. Cette différence était significative (p < 0,0001 aussi bien pour le score aux IADL 

que pour les ADL). 

 Le score de comorbidités calculé par l'indice de Charlson montrait un score moyen à 

1,31 ± 1,26 avec une médiane à 1 soit une comorbidité légère chez les cas et un score moyen à 

0,86 ± 1,31 avec une médiane à 0 chez les témoins. Bien que la différence entre les cas et les 

témoins soit statistiquement significative (p = 0,019), la différence de score entre les deux 

groupes était de 0,45 point. D’un point de vue clinique, cette différence n’est pas significative. 

Sur le plan cognitif, le score moyen au MMSE était plus bas chez les cas (19,2 ± 5,3 avec une 

médiane à 20) par rapport aux témoins (28,8 ± 1,3 avec une médiane à 29). Il en était de 

même pour le TCH (score moyen à 21,7 ± 8,3 pour le score A et 2,0 ± 1,7 pour le score B 

chez les cas et respectivement 29,6 ± 1,2 et 3,9 ± 0,2 chez les témoins). Cette différence était 

significative (p < 0,0001 aussi bien pour le MMSE, le TCH au score A et le TCH au score B).  

Enfin, concernant l’état nutritionnel, 52 patients (52,0%) présentaient un risque de 

malnutrition dans le groupe cas, contre 12 (13,7%) chez les témoins. La différence était 

statistiquement significative (p < 0,0001).

II. Etude des polymorphismes de longueur de CR1 

1. Etude des polymorphismes de longueur de CR1 au niveau de la protéine par 

Western blot (données phénotypiques) 

  La figure 24 présente des exemples de résultats obtenus par Western-blot chez 

 cinq sujets CR1*1 CR1*3, CR1*1 CR1*1, CR1*2 CR1*2, CR1*1 CR1*2 et CR1*2 

 CR1*4. 
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  Au niveau protéique, cinq polymorphismes de longueur de CR1 ont été 

 identifiés en WB comme décrit dans la figure 24. 

 

 
Figure 24 Analyse des polymorphismes de longueur de CR1 par WB en utilisant un anticorps 

monoclonal anti-CR1 (J3D3).  

 Cinq allotypes ont été mis en évidence : de gauche à droite : un sujet exprimant les 

isoformes CR1*3 (160 kDa) et CR1*1 (190 kDa) ; un sujet exprimant uniquement l’isoforme 

CR1*1 (190 kDa) ; un sujet exprimant uniquement l’isoforme CR1*2 (220 kDa) ; un sujet 

exprimant les deux isoformes CR1*1 (190 kDa) et CR1*2 (220 kDa) ; et un sujet exprimant 

les deux isoformes CR1*2 (220 kDa) et CR1*4 (250 kDa).  

 

 Parmi les 187 sujets inclus, 128 exprimaient uniquement l’isoforme CR1*1 (CR1*1 

CR1*1), 46 exprimaient les deux isoformes CR1*1 et CR1*2 (CR1*1 CR1*2), 10 

exprimaient uniquement l’isoforme CR1*2 (CR1*2 CR1*2), 2 exprimaient les deux 

isoformes CR1*1 et CR1*3 (CR1*1 CR1*3) et un seul sujet exprimait les deux isoformes 

CR1*2 et CR1*4 (CR1*2 CR1*4) (Tableau 12). 

 Le tableau 13 présente la distribution et la fréquence alléliques de CR1. Il n’existait 

pas de différence significative dans la répartition des allèles CR1*1 et CR1*2 entre les cas et 

les témoins même si la fréquence de l’allèle CR1*1 avait tendance à être plus élevée chez les 

témoins et celle de CR1*2 plus élevée chez les cas (p = 0,21). 

 L’absence de différence significative est probablement liée à l’absence de puissance 

(puissance = 23%). En effet, pour montrer une différence significative avec une puissance de 

80%, il faudrait au minimum 556 sujets par groupe ou 1534 et 341 sujets respectivement en 

tenant compte de la répartition des deux allèles dans une population caucasienne. 



120 
 

Tableau 12 Distribution des différents polymorphismes de longueur de CR1 par WB chez les 
cas et/ou témoins. 

Sujets 

Phénotypes (polymorphismes  

de longueur de CR1 par WB) 
Cas + Témoins (n=187) 

Cas 

(n=100) 

Témoins 

(n=87) 

CR1*1 CR1*1 
(n=128) 

128 (68,45%) 64 (64,0%) 64 (73,56%) 

CR1*1 CR1*2 
(n=46) 

46 (24,60%) 27 (27,0%) 19 (21,84%) 

CR1*2 CR1*2 
(n=10) 

10 (5,35%) 6 (6,0%) 4 (4,60%) 

CR1*1 CR1*3 
(n=2) 

2 (1,07%) 2 (2,0%) 0 (0%) 

CR1*1 CR1*2 + 
CR1*2 CR1*2 

(n=56) 
56 (29,94%) 33 (33,0%) 23 (26,43%) 

CR1*2 CR1*4 
(n=1) 

1 (0,53%) 1 (1,0%) 0 (0%) 

n = effectifs; WB = Western Blot. 

 

Tableau 13 Répartition des fréquences alléliques de CR1 chez les cas et les témoins.

Polymorphisme de 

longueur (fréquence 

allélique) 

Cas  

(n=200) 

Témoins 

(n=174) 

p 

 

CR1*1 159 (79,5%) 147 (84,5%) 0,21 

CR1*2 41 (20,5%) 27 (15,5%)  
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2. Etude des polymorphismes de longueur de CR1 au niveau du gène par 

HRM (données moléculaires) 

  Au niveau du gène CR1, cinq profils de polymorphismes de longueur de CR1 

 ont été identifiés en HRM comme décrit dans la figure 25. 

 

 
Figure 25 Détermination des polymorphismes de longueur de CR1 (génotype) par HRM. 

Cinq profils ont été identifiés : profil T (gris), profil S (rouge), profil FS (vert), profil F (bleu) 

et profil EF (pourpre), correspondant aux allotypes déterminés par SDS-PAGE 

(électrophorèse sur gel de polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de sodium) : T 

(CR1*2 [220 kDa] et CR1*4 [250 kDa]), S (CR1*2 [220 kDa]), FS (CR1*1 [190 kDa] et 

CR1*2 [220 kDa]), F (CR1*1 [190 kDa]) et EF (CR1*3 [160 kDa] et CR1*1 [190 kDa]) 

respectivement. 

 

 Parmi les 187 sujets inclus, 126 présentaient le profil F, 48 présentaient le profil FS, 

10 présentaient le profil S, 2 présentaient le profil EF et un seul sujet présentait le profil T. Le 

Tableau 14 présente la répartition des profils (polymorphismes de longueur) étudiés à partir 

du gène CR1 chez les cas et chez les témoins. 
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Tableau 14 Distribution des différents polymorphismes de longueur de CR1 par HRM chez 

les cas et/ou témoins. 

Génotype (HRM) 

Sujets F FS S EF T 

Cas + Témoins 

(n=187) 
126 48 10 2 1 

Cas 

(n=100) 
63 28 6 2 1 

Témoins 

(n=87) 
63 20 4 0 0 

HRM = High Resolution Melting 

3. Association entre polymorphismes de longueur de CR1 étudiés au niveau du gène 

par HRM et au niveau de la protéine par WB 

  La Figure 26 présente les résultats obtenus chez cinq sujets au niveau du  gène 

et de la protéine. 
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Figure 26 Analyse par WB et par HRM des polymorphismes de longueur de CR1 chez cinq 
sujets.  
 (A) Analyse des polymorphismes de longueur de CR1 par WB en utilisant un 

anticorps monoclonal anti-CR1 (J3D3). Cinq allotypes ont été mis en évidence : profil EF 

correspondant à l’expression de l’isoforme CR1*3 (160 kDa) et de l’isoforme CR1*1 (190 

kDa) ; profil F correspondant à l’expression de l’isoforme CR1*1 (190 kDa) ; profil FS 

correspondant à l’expression de l’isoforme CR1*1 (190 kDa) et de l’isoforme CR1*2 (220 

kDa) ; profil S correspondant à l’expression de l’isoforme CR1*2 (220 kDa) ; et profil T 

correspondant à l’expression de l’isoforme CR1*2 (220 kDa) et de l’isoforme CR1*4 (250 

kDa). (B) Détermination des polymorphismes de longueur génotypique de CR1 par HRM. 

Cinq profils ont été identifiés : profil T (gris), profil S (rouge), profil FS (vert), profil F (bleu) 

et profil EF (pourpre), correspondant aux allotypes déterminés par SDS-PAGE 

(électrophorèse sur gel de polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de sodium) : T 

(CR1*2 [220 kDa] et CR1*4 [250 kDa]), S (CR1*2 [220 kDa]), FS (CR1*1 [190 kDa] et 

CR1*2 [220 kDa]), F (CR1*1 [190 kDa]) et EF (CR1*3 [160 kDa] et CR1*1 [190 kDa]) 

respectivement. 
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 Il existait une association significative entre polymorphismes de longueur étudiés par 

WB (protéine) et polymorphismes de longueur étudiés par HRM (gène) chez 185 sujets sur 

187 (p  0,0001). Cette association était statistiquement significative aussi bien chez les cas 

(99 sujets sur 100) que chez les témoins (86 sujets sur 87) (p  0,0001) (Tableau 15). 
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 Les deux résultats discordants obtenus lors de la comparaison des polymorphismes de 

longueur observés par WB (données phénotypiques) et des polymorphismes de longueur 

observés par HRM (gène ou données moléculaires) correspondaient à des sujets exprimant 

uniquement l’isoforme CR1*1 à la surface de l’érythrocyte au WB, mais présentant un profil 

FS à l’HRM. L’absence d’expression de l’isoforme CR1*2 était reproductible quand le WB 

était réalisé après un temps d’exposition plus long. Ceci suggère la présence d’allèle CR1 

silencieux (Figure 27). 

 
Figure 27 Variation d’expression de CR1*1 et CR1*2 chez quatre sujets.  

Parmi les sujets génotypés FS à l’HRM, quatre profils d’expression de CR1 à la surface des 

érythrocytes ont été observés par WB. De gauche à droite : des sujets exprimant les deux 

isoformes CR1*1 et CR1*2 au même niveau, des sujets exprimant l’isoforme CR1*1 à un 

niveau plus élevé que l’isoforme CR1*2, des sujets exprimant l’isoforme CR1*2 à un niveau 

plus élevé que l’isoforme CR1*1 et des sujets exprimant uniquement l’isoforme CR1*1. 

4. Association entre polymorphismes de longueur de CR1 et SNPs 

a. Association entre polymorphismes de longueur de CR1 et rs6656401 

 L’étude du SNP rs6656401 a montré une association significative avec les 

polymorphismes de longueur de CR1 au niveau de la protéine et au niveau du gène aussi 

bien chez les cas que chez les témoins (p  0,0001). En effet, parmi les 127 sujets qui 

présentaient le génotype GG pour rs6656401, 96% exprimaient uniquement l’isoforme 

CR1*1 (CR1*1 CR1*1) et aucun sujet n’exprimait l’isoforme CR1*2 (CR1*2 CR1*2). 

Inversement, les 8 sujets qui présentaient le génotype AA pour rs6656401 exprimaient 

tous l’isoforme CR1*2.  Par ailleurs, parmi les 52 sujets qui présentaient le génotype AG 

pour rs6656401, 82,7% exprimaient les deux isoformes CR1*1 et CR1*2 (Tableau 16). 
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 Chez les cas, parmi les 65 sujets qui présentaient le génotype GG pour 

rs6656401, 93,84% exprimaient uniquement l’isoforme CR1*1 (CR1*1 CR1*1) et 

aucun sujet n’exprimait l’isoforme CR1*2 (CR1*2 CR1*2). Inversement, les 6 sujets 

qui présentaient le génotype AA pour rs6656401, exprimaient tous l’isoforme CR1*2 

(CR1*2 CR1*2). Par ailleurs, parmi les 29 sujets qui présentaient le génotype AG 

pour rs6656401, 86,2% exprimaient les deux isoformes CR1*1 et CR1*2 (Tableau 

17). 

  Chez les témoins, parmi les 62 sujets qui présentaient le génotype GG pour 

 rs6656401, 98,38% exprimaient uniquement l’isoforme CR1*1 (CR1*1 CR1*1) et un 

 seul sujet exprimait l’isoforme CR1*2 (CR1*1 CR1*2). Inversement, les 2 sujets qui 

 présentaient le génotype AA pour rs6656401 exprimaient tous l’isoforme CR1*2.  Par 

 ailleurs, parmi les 23 sujets qui présentaient le génotype AG pour rs6656401, 78,26% 

 exprimaient les deux isoformes CR1*1 et CR1*2 (Tableau 18). 

b. Association entre polymorphismes de longueur de CR1 et rs3818361 

 L’étude du SNP rs3818361 a également montré une association significative 

avec les polymorphismes de longueur de CR1 au niveau protéique et au niveau du 

gène, aussi bien chez les cas que chez les témoins (p  0,0001). En effet, parmi les 122 

sujets qui présentaient le génotype CC pour rs3818361, 97,54% exprimaient 

uniquement l’isoforme CR1*1 (CR1*1 CR1*1) et aucun sujet n’exprimait l’isoforme 

CR1*2 (CR1*2 CR1*2). Inversement, les 8 sujets qui présentaient le génotype TT 

pour rs3818361 exprimaient tous l’isoforme CR1*2.  Par ailleurs, parmi les 57 sujets 

qui présentaient le génotype CT pour rs3818361, 78,9% exprimaient les deux 

isoformes CR1*1 et CR1*2 (Tableau 16). 

  Chez les cas, parmi les 62 sujets qui présentaient le génotype CC pour 

 rs3818361, 93,54% exprimaient uniquement l’isoforme CR1*1 (CR1*1 CR1*1) et un 

 seul sujet exprimait l’isoforme CR1*2 (CR1*1 CR1*2). Inversement, les 6 sujets qui 

 présentaient le génotype TT pour rs3818361 exprimaient tous l’isoforme CR1*2.  Par 

 ailleurs, parmi les 33 sujets qui présentaient le génotype CT pour rs3818361, 78,78% 

 exprimaient les deux isoformes CR1*1 et CR1*2 (Tableau 17). 

 Chez les témoins, parmi les 61 sujets qui présentaient le génotype CC pour 

rs3818361, 100% exprimaient uniquement l’isoforme CR1*1 (CR1*1 CR1*1) et 
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aucun  sujet n’exprimait l’isoforme CR1*2 (CR1*1 CR1*2). Inversement, les 2 sujets 

qui présentaient le génotype TT pour rs3818361 exprimaient tous l’isoforme CR1*2.  

Par ailleurs, parmi les 24 sujets qui présentaient le génotype CT pour rs3818361, 

79,16% exprimaient les deux isoformes CR1*1 et CR1*2 (Tableau 18). 

c. Association entre polymorphismes de longueur et rs113531714, rs112003429, 

SCR24-25

  Aucune association significative entre les trois SNPs suivants : rs113531714, 

 rs112003429, SCR24-25 et polymorphismes de longueur de CR1 n’a été retrouvée ni 

 au niveau protéique ni au niveau du gène, aussi bien chez les cas que chez les témoins 

 (Tableaux 16, 17 et 18). 
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III. Etude du polymorphisme de densité de CR1 

1. Nombre de sites antigéniques (phénotype) par cytométrie en flux 

  Le nombre moyen de sites antigéniques de CR1 chez les sujets inclus dans 

 cette étude était de 677 ± 288  [88-1512] avec une médiane à 642.  

  Chez les cas, la densité moyenne de CR1 était plus basse (626 ± 272 [88-1512] 

 avec une médiane à 600) par rapport aux témoins (737 ± 297 [95-1460] avec une 

 médiane à 726). Cette différence était statistiquement significative (p = 0,009) 

 (Tableau 19). 

 Après ajustement sur l’âge, la densité moyenne de CR1 était statistiquement 

plus basse chez les cas par rapport aux témoins (  = - 106,6 ± 47,4 ; p = 0,03). 

Tableau 19 Etude de la densité (nombre de sites antigéniques de CR1) chez les cas et les 

témoins.

Sujets Cas 

(n=100) 

Témoins 

(n=87) 

p 

CR1/E 626 ± 272 737 ± 297 0.009 

n= effectifs ; CR1/E = nombre de sites antigéniques de CR1 par érythrocytes étudiés par 

cytométrie en flux. 

 

La figure 28 présente la répartition du nombre de sites antigéniques de CR1 dans chaque 

groupe. 
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Figure 28 Répartition du nombre de sites antigéniques de CR1 par érythrocytes (CR1/E) dans 
chaque groupe. 
 

2. Etude de la densité de CR1 selon les polymorphismes de longueur observés en 

WB

  La densité de CR1/E a également été étudiée selon les polymorphismes de 

 longueur observés par WB. En effet, chez les sujets exprimant uniquement l’isoforme 

 CR1*1 (sujets CR1*1 CR1*1), la densité moyenne (nombre de sites antigéniques de 

 CR1 par érythrocytes) n’était pas statistiquement différente entre les cas (682 ± 299) et 

 les témoins (740 ± 323) (p = 0,3). En l’occurrence, chez les sujets exprimant 

 uniquement l’isoforme CR1*2 (sujets CR1*2 CR1*2), la densité moyenne de CR1 

 était statistiquement plus basse chez les cas (518 ± 113) par rapport aux témoins (771 

 ± 203) (p = 0,03). 

  Ces résultats se confirment, chez les sujets exprimant les deux isoformes 

 (sujets  CR1*1 CR1*2), puisque la densité moyenne de CR1 était également 

 statistiquement plus basse chez les cas (525 ± 196) par rapport aux témoins (719 ± 

 222) (p = 0,003). 

  Par ailleurs, quand on regroupe les sujets exprimant CR1*2 CR1*2 ou CR1*1 

 CR1*2, la densité moyenne de CR1 est statistiquement plus basse chez les cas (523 ± 

 182) par rapport aux témoins (728 ± 215) (p = 0,0003) (Tableau 20). 
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Tableau 20 Nombre de sites antigéniques de CR1 chez les cas et/ou les témoins selon les 

polymorphismes de longueur de CR1 étudiés par Western Blot. 

CR1/E 

Polymorphismes  

de longueur de CR1  

(Phénotypes) 

Cas + Témoins 

(n=187) 

Cas 

(n=100) 

Témoins 

(n=87) 
p 

CR1*1 CR1*1 

(n=128) 

711 ± 311 682 ± 299 740 ± 323 0,3 

CR1*1 CR1*2 

(n=46) 

605 ± 226 525 ± 196 719 ± 222 0,003 

CR1*2 CR1*2 

(n=10) 

619 ± 195 518 ± 113 771 ± 203 0,03 

CR1*1 CR1*3 

(n=2) 

615 ± 151 615 ± 151 _ _ 

CR1*1 CR1*2 + 

CR1*2 CR1*2 

(n=56) 

608 ± 220 523 ± 182 728 ± 215 0,0003

CR1*2 CR1*4 

(n=1) 

420 420 _ _ 

n= effectifs ; CR1/E = nombre de sites antigéniques de CR1 par érythrocytes. 

  

 D’autre part, la comparaison de la densité moyenne de CR1 entre les cas et les 

témoins, selon les polymorphismes de longueur observés en WB, montrait une densité plus 

basse chez les cas exprimant l’isoforme CR1*2 (Figures 29 et 30). 

 En l’occurrence, il n’existait pas de différence significative entre la densité moyenne 

de CR1 chez les cas exprimant uniquement l’isoforme CR1*1 (682 ± 299) et les témoins 

exprimant uniquement l’isoforme CR1*1 (740 ± 323) ; p = 0,3. 
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Figure 29 Comparaison entre polymorphismes de longueur de CR1 étudiés par WB et 

nombre de sites antigéniques par érythrocytes (CR1/E) chez les cas et les témoins.  

Comparaison entre cas exprimant uniquement l’isoforme CR1*1 ou uniquement l’isoforme 

CR1*2 (*p = 0,01). Comparaison entre cas exprimant uniquement l’isoforme CR1*1 et cas 

exprimant les deux isoformes CR1*1 et CR1*2 (**p = 0,004). Comparaison entre cas et 

témoins exprimant les deux isoformes CR1*1 et CR1*2 (***p = 0,003). Comparaison entre 

cas et témoins exprimant uniquement l’isoforme CR1*2 (*p = 0,03).  
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Figure 30 Comparaison entre polymorphismes de longueur de CR1 étudiés par WB et 

nombre de sites antigéniques par érythrocytes (CR1/E) chez les cas et les témoins. 

Comparaison entre cas exprimant uniquement l’isoforme CR1*1 et cas exprimant l’isoforme 

CR1*2 (cas CR1*1 CR1*2 et cas CR1*2 CR1*2) (*p = 0,001). Comparaison entre cas et 

témoins exprimant uniquement l’isoforme CR1*2 (**p = 0,0003).  

a. Etude de la densité de CR1 chez les sujets exprimant les deux isoformes CR1*1 et 

CR1*2

  Afin de vérifier l’hypothèse où l’isoforme CR1*2 est exprimé à une densité 

 plus basse que l’isoforme CR1*1, la densité de CR1 pour chaque isoforme a été 

 mesurée chez les sujets exprimant les deux isoformes (sujets CR1*1 CR1*2).  

  Le nombre de sites antigéniques de CR1 par érythrocytes déduit à partir de 

 l’intensité des bandes était statistiquement plus bas pour l’isoforme CR1*2 comparé à 

 celui de l’isoforme CR1*1. Ce résultat était confirmé aussi bien chez les cas que chez 

 les témoins.  

 En effet, chez les cas, l’expression globale de CR1 pour l’isorforme CR1*1 

était de 63,93% ± 19,35% pour l’isoforme CR1*1 et 36,07% ± 19,35% pour 

l’isoforme CR1*2. Le nombre de sites antigéniques de CR1 par érythrocytes déduit à 

partir de l’intensité des bandes pour l’isoforme CR1*2 (183 ± 103) était 
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statistiquement plus bas que le nombre de sites antigéniques de CR1 par érythrocytes 

déduit à partir de l’intensité des bandes pour l’isoforme CR1*1 (342 ± 177) (p < 10-4). 

 Chez les témoins, l’expression globale de CR1 pour l’isoforme CR1*1 était de 

61,24% ± 9,74% pour l’isoforme CR1*1 et de 38,77% ± 9,74% pour l’isoforme 

CR1*2. Le nombre de sites antigéniques de CR1 par érythrocytes déduit à partir de 

l’intensité des bandes pour l’isoforme CR1*2 (269 ± 124) était statistiquement plus 

bas que le nombre de sites antigéniques de CR1 par érythrocytes déduit à partir de 

l’intensité des bandes pour l’isoforme CR1*1 (426 ± 145) (p = 0,0002) (Tableau 21). 

Tableau 21 Proportion des isoformes CR1*1 et CR1*2 selon la moyenne des mesures des 

intensités des bandes observées en Westrn Blot chez des sujets exprimant les deux isoformes 

CR1*1 et CR1*2 : cas et/ou témoins. 

Polymorphismes de longueur (phénotypes) 

Sujets 
CR1*1 CR1*2 

p Intensités des 
bandes* (%) 

Nombre de 
CR1/E 

Intensités des 
bandes* (%) 

Nombre de 
CR1/E 

Cas + témoins 
(n = 46)

62,89 ± 16,23% 
 

374 ± 168 
 

37,11  ± 16,23% 
 

216 ± 118 
 

< 10-4 

 

Cas (n = 27) 63,93 ± 19,35% 
 

342 ± 177 
 

36,07 ± 19,35% 
 

183 ± 103 
 

< 10-4 

 

Témoins 
(n = 19)

61,24 ± 9,74% 
 

426 ± 145 
 

38,77 ± 9,74% 
 

269 ±124 
 

0,0002
 

n = effectifs ; CR1/E = nombre de sites antigéniques du récepteur du complément de type 1 

par érythrocytes déduit à partir de l’intensité des bandes. 

* Les intensités de chaque bande observées en WB, correspondant à l’isoforme CR1*1 ou à 

l’isoforme CR1*2, ont été comparées sur la base du volume ajusté (densité optique moyenne 

X la zone en millimètres carrés), et transformées en nombre de sites antigéniques à partir de 

l’expression globale de CR1 à la surface des érythrocytes d’un sujet, expression mesurée par 

cytométrie en flux. 

 

  Enfin pour confirmer l’hypothèse que l’isoforme CR1*2 est exprimé à une 

 densité plus basse que l’isoforme CR1*1, la densité de CR1 déduite de l’intensité des 

 bandes a été comparée pour chaque isoforme entre les cas et les témoins. En effet, le 
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 nombre de sites antigéniques de CR1 par érythrocytes déduit à partir de l’intensité des 

 bandes était statistiquement plus bas chez les cas pour l’isoforme CR1*2 (183 ± 103) 

 comparée à l’isoforme CR1*2 chez les témoins (269 ± 124) (p = 0,02) (Tableau 22, 

 Figure 31). 

Tableau 22 Comparaison des intensités de bandes observées par Wester Blot et du nombre de 

sites antigéniques de CR1 par érythrocytes entre les cas et les témoins exprimant les deux 

isoformes CR1*1 et CR1*2. 

  Sujets   

Polymorphismes  

de longueur de CR1 

 Cas 

(n = 27) 

Témoins 

(n = 19) 

p 

CR1*1 Intensités des bandes* (%) 63,93 ± 19,35% 61,24 ± 9,74% 0,6 

 Nombre de CR1/E 342 ± 177 426 ± 145 0,1 

CR1*2 Intensités des bandes* (%) 36,07 ± 19,35% 38,77 ± 9,74% 0,6 

 Nombre de CR1/E 183 ± 103 269 ± 124 0,02

n = effectifs ; CR1/E = nombre de sites antigéniques du récepteur du complément de type 1 

par érythrocytes déduit à partir de l’intensité des bandes. 

* Les intensités de chaque bande observées par WB correspondant à l’isoforme CR1*1 ou à 

l’isoforme CR1*2 ont été comparées sur la base du volume ajusté (densité optique moyenne 

X la zone en millimètres carrés), et transformées en nombre de sites antigéniques à partir de 

l’expression globale de CR1 à la surface des érythrocytes d’un sujet, expression mesurée par 

cytométrie en flux. 
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Figure 31 Variation d’expression de CR1* 1 et CR1* 2 chez quatre sujets en Western Blot et 

en cytométrie en flux.

(A) Gel illustratif des variations d’expression en Western Blot des deux isoformes CR1*1 et 

CR1*2. Le nombre de sites antigéniques par érythrocytes a été mesuré pour chaque sujet en 

cytométrie en flux en utilisant une courbe standard afin d’obtenir une valeur quantitative 

précise pour un sujet. Les intensités de chaque bande observées en WB correspondant à 

l’isoforme CR1*1 ou à l’isoforme CR1*2 ont été comparées sur la base du volume ajusté 

(densité optique moyenne X la zone en millimètres carrés), et transformées en nombre de sites 

antigéniques à partir de l’expression globale de CR1 à la surface des érythrocytes d’un sujet, 

expression mesurée par cytométrie en flux. (B) Quantification des taux d’expression de 

CR1*1 et CR1*2 chez des sujets exprimant les deux isoformes CR1*1 et CR1*2. Le niveau 

d’expression de l’isoforme CR1*2 est significativement plus bas que celui de l’isoforme 

CR1*1 pour toutes les comparaisons présentées. P  0,0001 pour la comparaison du nombre 

de sites antigéniques de CR1 par érythrocytes déduit à partir de l’intensité des bandes entre 

l’isoforme CR1*1 et l’isoforme CR1*2 chez les cas. P = 0,0002 pour la comparaison du 

nombre de sites antigéniques de CR1 par érythrocytes déduit à partir de l’intensité des bandes 

entre l’isoforme CR1*1 et l’isoforme CR1*2 chez les témoins. P = 0,02 pour la comparaison 

entre les cas et les témoins du nombre de sites antigéniques de CR1 par érythrocytes déduit à 

partir de l’intensité des bandes pour l’isoforme CR1*2. 

b. Etude de la densité de CR1 chez les sujets CR1*1 CR1*2 en utilisant d’autres 

anticorps 

 Afin d’exclure une réactivité différente ou sélective de l’anticorps monoclonale 

anti-CR1 utilisé dans notre étude (J3D3biot) sur les différents isoformes de longueur 

de CR1, nous avons réalisé une étude comparative du nombre de sites antigéniques de 

CR1 par cytométrie en flux en utilisant quatre anticorps monoclonaux anti-CR1 

différents, à savoir J3D3, J3B11, TO5 et E11.  

  En effet, la quantification par cytométrie en flux du nombre de sites 

 antigéniques de CR1 par érythrocytes chez les sujets exprimant les deux isoformes 

 CR1*1 et CR1*2 en utilisant quatre anticorps monoclonaux anti-CR1 différents 

 (J3D3, J3B11, TO5 et E11) a retrouvé des résultats très concordants, indiquant que 
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 tous les anticorps monoclonaux anti-CR1 se comportaient comme reconnaissants 

 fonctionnellement un épitope unique par molécule de CR1. Par conséquence, la faible 

 densité de CR1 chez les sujets exprimant l’isoforme CR1*2 ne peut être liée à une 

 moins bonne reconaissance du CR1 par l’anticorps monoclonal anti-CR1 utilisé dans 

 notre étude (J3D3biot) (Tableau 23). 

Tableau 23 Nombre de sites antigéniques de CR1 par érythrocytes d’un sujet référence 

exprimant les deux isoformes CR1*1 et CR1*2 en utilisant différents anticorps monoclonaux 

anti-CR1. 

Anti-CR1 moAbs CR1/E Pourcentage de la valeur de référence 

(966 CR1 sites antigéniques /E) 

J3D3biot 

J3D3 

J3B11 

TO5 

E11 

962 

945 

979 

936 

954 

99,6% 

97,8% 

101,3% 

96,9% 

98,8% 

CR1/E = nombre de sites antigéniques de CR1 par érythrocytes ; moAbs = monoclonal 

antibodies. 

 

 Par ailleurs, un Western Blot a également été réalisé pour comparer la réactivité des 

différents profils en utilisant les anticorps anti-CR1 J3D3, TO5 et E11 (Figure 32). 

 
Figure 32 Détection comparative du phénotype CR1*1 CR1*2 par Western Blot en utilisant 

les anticorps monoclonaux anti-CR1 J3D3, E11 et TO5.   
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Cette figure montre que les intensités relatives des bandes CR1*1 (inférieure) et CR1*2 

(supérieure) sont les mêmes pour chacun des anticorps monoclonaux anti-CR1 utilisés. 

3. Etude des polymorphismes de densité de CR1 au niveau du gène (densité 

génotypique)

a. Etude de la densité génotypique pour HindIII et Q981H 

  Les polymorphismes de CR1 au niveau du gène ont été étudiés par PCR-RFLP 

 (Polymerase Chain Reaction- Restriction Fragment Length Polymorphism) pour le site 

 HindIII et par pyroséquençage pour le site Q981H. 

  La figure 33 présente des exemples de résultats de polymorphisme de densité 

 génotypique de CR1 pour le site HindIII obtenus par PCR-RFLP chez des sujets HH, 

 HL et LL. 
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Figure 33 Analyse par PCR-RFLP du polymorphisme de densité CR1/E au niveau du gène 

pour le site HindIII.

PM = Poids Moléculaire, ND = non digéré. 

  

La figure 34 présente des exemples de résultats de polymorphisme de densité génotypique de 

CR1 pour le site Q981H obtenus par pyroséquençage chez des sujets QQ, QH et HH. 
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Figure 34 Exemples de résultats des analyses par pyroséquençage pour le site Q981H (C  

A), chez un sujet CC (QQ), AC (QH), AA (HH).

  

 

Le tableau 24 présente respectivement la répartition des polymorphismes de densité de 

CR1 pour les sites HindIII et Q981H chez les cas et/ou les témoins.  

Il n’existait pas de différence significative entre les cas et les témoins, même si la 

fréquence de l’allèle L pour le site HindIII et de l’allèle Q pour le site Q981H avait 

tendance à être plus élevée chez les cas par rapport aux témoins (Tableau 25). 

  L’absence de différence significative est probablement liée à l’absence de 

 puissance (respectivement 6% pour le site HindIII et 3% pour le site Q981H). En 

 effet, pour montrer une différence significative avec une puissance de 80%, il faudrait 

 au minimum 16501 sujets pour le site HindIII et 81459 sujets pour le site Q981H. 
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Tableau 24 Répartition des polymorphismes de densité de CR1 pour les sites HindIII et 

Q981H chez les cas et/ou les témoins. 

  Sujets   

Polymorphismes  

de densité 

 Cas + Témoins 

(n = 187) 

Cas 

(n = 100)

Témoins 

(n = 87) 

HindIII HH (n = 114) 114 (60,96%) 59 (59%) 55 (63,22%) 

 HL (n = 65) 65 (34,76%) 37 (37%) 28 (32,18%) 

 LL (n = 8) 8 (4,28%) 4 (4%) 4 (4,6%) 

Q981H QQ (Gln/Gln) (n = 118) 118 (63,10%) 62 (62%) 56 (64,37%) 

 QH (His/Gln) (n = 60) 60 (32,09%) 35 (35%) 25 (28,74%) 

 HH (His/His) (n = 9) 9 (4,81%) 3 (3%) 6 (6,9%) 

HH= densité haute pour le site HindIII, HL= densité intermédiaire, LL= densité basse, QQ = 

densité haute pour le site Q981H, QH= densité intermédiaire, HH= densité basse. 

 

Tableau 25 Répartition des fréquences alléliques (H et L pour le site HindIII, Q et H pour le 

site Q981H) chez les cas et les témoins.

 Cas 

(n = 200) 

Témoins 

(n = 174) 

p 

Site HindIII par PCR-RFLP    

H 155 (77,50%) 138 (79,31%) 0,74

L 45 (22,50%) 36 (20,68)%  

Site Q981 H par pyroséquençage    

Q 159 (79,50%) 137 (78,73%) 0,86

H 41 (20,50%) 37 (21,26%)  

b. Etude de la concordance entre polymorphismes de densité HindIII et Q981H 

(génotype)

  Une analyse de la concordance entre les deux génotypes (génotype HindIII 

 étudié par PCR-RFLP et génotype Q981H étudié par pyroséquençage) a été réalisée 
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 et a montré des résultats excellents, aussi bien pour tous les sujets (cas + témoins) ; 

 coefficient Kappa pondéré à 0.91 ; IC 95% = [0.85-0.97] (Tableau 26), que chez les 

 cas ; coefficient Kappa pondéré à 0.93 ; IC 95% = [0.86-1] (Tableau 27), que pour les 

 témoins; coefficient kappa pondéré à 0.90 ; IC 95% = [0.80-1] (Tableau 28). 

 

Tableau 26 Concordance entre polymorphismes de densité HindIII et Q981H (génotype) 

chez tous les sujets (cas + témoins). 
G

én
ot

yp
e

H
in

dI
II

Génotype Q981H 

QQ QH HH Total

HH 113 0 1 114

HL 5 59 1 64

LL 0 1 7 8

Total 118 60 9 187

Kappa pondéré= 0,91 

Pour le site HindIII : HH= Densité Haute, HL= Densité Intermédiaire, LL= Densité basse. 

Pour le site Q981H QQ= Densité Haute, QH= Densité Intermédiaire, HH= Densité basse. 

 

Tableau 27 Concordance entre polymorphismes de densité HindIII et Q981H (génotype) 

chez les cas. 

G
én

ot
yp

e
H

in
dI

II

Génotype Q981H 

QQ QH HH Total

HH 59 0 0 59

HL 3 34 0 37

LL 0 1 3 4

Total 62 35 3 100

Kappa pondéré= 0,93 

Pour le site HindIII : HH= Densité Haute, HL= Densité Intermédiaire, LL= Densité basse. 

Pour le site Q981H QQ= Densité Haute, QH= Densité Intermédiaire, HH= Densité basse. 
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Tableau 28 Concordance entre polymorphismes de densité HindIII et Q981H (génotype) 

chez les témoins. 

G
én

ot
yp

e
H

in
dI

II

Génotype Q981H 

QQ QH HH Total

HH 54 0 1 55

HL 2 25 1 28

LL 0 0 4 4

Total 56 25 6 87

Kappa pondéré= 0,90 

Pour le site HindIII : HH= Densité Haute, HL= Densité Intermédiaire, LL= Densité basse. 

Pour le site Q981H QQ= Densité Haute, QH= Densité Intermédiaire, HH= Densité basse. 

 

4. Etude du nombre de sites antigéniques de CR1 (phénotype) selon les 

polymorphismes de densité (génotype) 

  Le nombre de sites antigéniques de CR1 (phénotype) selon les polymorphismes 

 de densité HindIII et Q981H a été étudié. 

a. Etude du nombre de sites antigéniques de CR1 (phénotype) selon les 

polymorphismes de densité pour le site HindIII (génotype) 

 Le tableau 29 présente les résultats du nombre de sites antigéniques de CR1 par 

érythrocytes selon le génotype pour le site HindIII. Les sujets (cas + témoins) génotypés 

HH présentaient une densité plus haute (801 ± 271) que les sujets génotypés HL (511 ± 

186) ou les sujets génotypés LL (270 ± 137). La différence était statistiquement 

significative (p  0,0001 pour les deux comparaisons). Par ailleurs le nombre de sites 

antigéniques de CR1 par érythrocyte était statistiquement plus élevé chez les sujets 

porteurs de l’allèle H (sujets génotypés HL [511 ± 186], sujets génotypés HH ou HL [696 

± 280]) que les sujets porteurs de l’allèle L (sujets génotypés LL [270 ± 137], sujets 

génotypés HL ou LL [485 ± 195]). Ces données sont confirmées aussi bien chez les cas 

que chez les témoins et suggèrent d’une part que la présence de l’allèle H est associée à 

une densité plus élevée comparée à l’allèle L et que d’autre part les critères génétiques 

sont concordants avec les critères phénotypiques. 
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b. Etude du nombre de sites antigéniques de CR1 (phénotype) selon les 

polymorphismes de densité pour le site Q981H (génotype) 

 Le tableau 30 présente les résultats du nombre de sites antigéniques de CR1 par 

érythrocytes selon le génotype pour le site Q981H. Les sujets (cas + témoins) génotypés 

QQ présentaient une densité plus haute (795 ± 269) que les sujets génotypés QH (496 ± 

194) ou les sujets génotypés HH (350 ± 172). La différence était statistiquement 

significative (p  0,0001 pour les deux comparaisons). Par ailleurs le nombre de sites 

antigéniques de CR1 par érythrocytes était significativement plus élevé chez les sujets 

porteurs de l’allèle Q (sujets génotypés QH [496 ± 194], sujets génotypés QQ ou QH [694 

± 284] que les sujets porteurs de l’allèle H (sujets génotypés HH [350 ± 172], sujets 

génotypés QH ou HH [477 ± 197]. Ces données sont confirmées aussi bien chez les cas 

que chez les témoins et suggèrent d’une part que la présence de l’allèle Q est associée à 

une densité plus élevée comparée à l’allèle H et d’autre part que les critères génétiques 

sont également concordants pour le site Q981H avec les critères phénotypiques. 
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c. Comparaison entre cas et témoins du nombre de sites antigéniques de CR1 par 

érythrocytes (phénotype) selon les polymorphismes de densité pour le site 

HindIII (génotype) 

  La comparaison de la densité moyenne de CR1 (nombre de sites antigéniques 

 par érythrocytes) selon les polymorphismes de densité pour le site HindIII, montrait 

 une densité plus basse chez les cas homozygotes pour l’allèle H (742 ± 262) comparés 

 aux témoins (864 ± 268) (p = 0,006).  

  Par ailleurs, la densité moyenne de CR1 était également statistiquement plus 

 basse chez les cas comparés aux témoins quand on regroupait les sujets homozygotes 

 pour l’allèle H et les sujets hétérozygotes (Sujets HH + HL), (643 ± 263 et 756 ± 289 

 respectivement) (p = 0,003) (Tableau 31, Figure 35). 

Tableau 31 Comparaison entre cas et témoins du nombre de sites antigéniques de CR1 par 

érythrocytes (phénotype) selon les polymorphismes de densité pour le site HindIII (génotype). 

Sujets  Cas (n = 100) Témoins (n = 87) p 

Polymorphismes 

de densité 

 HindIII 

HH (n = 114) 742 ± 262 864 ± 268 0,006

HL (n = 65) 486 ± 175 544 ± 197 0,21 

LL (n = 8) 210 ±142 329 ± 118 0,31 

HL+LL (n = 73) 460 ± 190 517 ± 201 0,25 

HH+HL (n = 179) 643 ± 263 756 ± 289 0,003

HH = sujets homozygotes pour l’allèle H de HindIII, HL = sujets hétérozygotes, LL = sujets 

homozygotes pour l’allèle L. 
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Figure 35 Comparaison entre cas et témoins du nombre de sites antigéniques de CR1 par 
érythrocytes (phénotype) selon les polymorphismes de densité pour le site HindIII (génotype). 
 
 

d. Comparaison entre cas et témoins du nombre de sites antigéniques de CR1 par 

érythrocytes (phénotype) selon les polymorphismes de densité pour le site Q981H 

(génotype)

  La comparaison de la densité moyenne de CR1 (nombre de sites antigéniques 

 par érythrocytes) selon les polymorphismes de densité pour le site Q981H, montrait 

 une densité plus basse chez les cas homozygotes pour l’allèle Q (730 ± 262) comparés 

 aux témoins (866 ± 261) (p = 0,003).  

  Par ailleurs, la densité moyenne de CR1 était également statistiquement plus 

 basse chez les cas comparés aux témoins quand on regroupait les sujets homozygotes 

 pour l’allèle Q et les sujets hétérozygotes (sujets QQ + QH), (638 ± 267 et 762 ± 289 

 respectivement) (p = 0,002) (Tableau 32, Figure 36). 
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Tableau 32 Comparaison entre cas et témoins du nombre de sites antigéniques de CR1 par 

érythrocytes (phénotype) selon les polymorphismes de densité pour le site Q981H (génotype). 

Sujets  Cas (n = 100) Témoins (n = 87) p 

Polymorphismes 

de densité 

 Q981H 

QQ (n = 118) 730 ± 262 866 ± 261 0,003

QH (n = 60) 474 ± 189 528 ± 200 0,33 

HH (n = 9) 251 ± 143 399 ± 175 0,39 

QH+HH (n = 69) 456.47 ± 194.31 503 ± 200 0,42 

QQ+QH (n = 178) 637.50 ± 267.45 762 ± 289 0,002

QQ = sujets homozygotes pour l’allèle Q de Q981H, QH = sujets hétérozygotes, HH = sujets 

homozygotes pour l’allèle H. 

 
Figure 36 Comparaison entre cas et témoins du nombre de sites antigéniques de CR1 par 
érythrocytes (phénotype) selon les polymorphismes de densité pour le site Q981H (génotype). 
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IV. Association entre polymorphismes de longueur et polymorphismes de densité 

1. Association entre polymorphismes de longueur de CR1 étudiés par WB (protéine) 

et polymorphismes de densité pour les sites HindIII et Q981H (gène) 

  Aucune association n’était statistiquement significative entre les 

 polymorphismes de longueur de CR1 étudiés par WB (protéine) et polymorphismes 

 de densité ni pour le site HindIII ni pour Q981H aussi bien chez les cas que chez les 

 témoins. 

  Le tableau 33 présente l’ensemble de résultats obtenus chez tous les sujets (cas 

 + témoins), les cas et les témoins. 

2. Association entre polymorphismes de longueur de CR1 étudiés par HRM (gène) 

et polymorphismes de densité pour les sites HindIII et Q981H (gène) 

  Aucune association n’était statistiquement significative entre les 

 polymorphismes de longueur de CR1 étudiés par HRM (gène) et polymorphismes de 

 densité ni pour le site HindIII ni pour Q981H aussi bien chez les cas que chez les 

 témoins. 

  Le tableau 34 présente l’ensemble de résultats obtenus chez tous les sujets (cas 

 + témoins), les cas et les témoins. 
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Tableau 33 Association entre polymorphismes de longueur de CR1 étudiés par WB 

(protéine) et polymorphismes de densité pour les sites HindIII et Q981H (gène) chez les cas 

et/ou les témoins. 

  Polymorphismes HindIII Polymorphismes Q981H

 HH HL LL p QQ QH HH p 

Polymorphismes de 

 longueur (WB) 

Cas et témoins 

(n=187) 

CR*1 70 50 8 0,09 74 45 9 0,16 

CR*1CR1*2 34 12 0  34 12 0  

CR1*2 8 2 0  8 2 0  

CR1*1CR1*3 1 1 0  1 1 0  

CR1*2CR1*4 1 0 0  1 0 0  

Polymorphismes de 

 longueur (WB) 

Cas (n=100) 

CR*1 32 28 4 0,07 35 26 3 0,17 

CR*1CR1*2 19 8 0  19 8 0  

CR1*2 6 0 0  6 0 0  

CR1*1CR1*3 1 1 0  1 1 0  

CR1*2CR1*4 1 0 0  1 0 0  

Polymorphismes de 

 longueur (WB)  

Témoins n=87 

CR*1 38 22 4 0,49 39 19 6 0,45 

CR*1CR1*2 15 4 0  15 4 0  

CR1*2 2 2 0  2 2 0  

CR1*1CR1*3 0 0 0  0 0 0  

CR1*2CR1*4 0 0 0  0 0 0  

n = effectifs, WB = Western Blot, p correspondant à l’association entre polymorphismes de 

longueur étudiés par WB (protéine)  et polymorphismes de densité pour les sites HindIII et 

Q981H (gène).  
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Tableau 34 Association entre polymorphismes de longueur de CR1 étudiés par HRM (gène) 

et polymorphismes de densité pour les sites HindIII et Q981H (gène) chez les cas et/ou les 

témoins. 

  Polymorphismes 

HindIII 

  Polymorphismes 

Q981H 

 

 HH HL LL p  QQ QH HH p 

Polymorphismes 

de longueur 

(HRM) 

Cas et témoins 

(n=187) 

F 68 50 8 0,13  72 45 9 0,22 

FS 36 12 0   36 12 0  

S 8 2 0   8 2 0  

EF 1 1 0   1 1 0  

T 1 0 0   1 0 0  

Polymorphismes 

de longueur 

(HRM) 

Cas (n=100) 

F 31 28 4 0,14  34 26 3 0,27 

FS 20 8 0   20 8 0  

S 6 0 0   6 0 0  

EF 1 1 0   1 1 0  

T 1 0 0   1 0 0  

Polymorphismes 

de longueur 

(HRM)  

Témoins (n=87) 

F 37 22 4 0,44  38 19 6 0,38 

FS 16 4 0   16 4 0  

S 2 2 0   2 2 0  

EF 0 0 0   0 0 0  

T 0 0 0   0 0 0  

n = effectifs, HRM = High Resolution Melting, p correspondant à l’association entre 

polymorphismes de longueur étudiés par HRM (gène) et polymorphismes de densité pour les 

sites HindIII et Q981H (gène). 
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V. Etude du CR1 soluble sérique par ELISA  

Le taux du CR1 soluble sérique (CR1S) chez les sujets inclus dans cette étude était de 27.17 ± 

21.55 ng/mL  [1,57-116,90] avec une médiane à 18,8 ng/mL.  

Chez les cas, les taux du CR1S étaient plus élevés (31,60 ± 22,86 ng/mL [2,34-116,90]  avec 

une médiane à 24,45 ng/mL) par rapport aux témoins (21,96 ± 18,71 ng/mL [1,57-97,25] avec 

une médiane à 16,78 ng/mL). Cette différence était statistiquement significative (p = 0,002) 

(Tableau 35). 

Après ajustement sur l’âge, cette différence était statistiquement significative :  = 9,3 ± 3,53 ; 

p = 0,009. 

Tableau 35 Etude du CR1 soluble sérique chez les cas et les témoins.

Sujets Cas 

(n = 100) 

Témoins 

(n= 85) 

p 

Taux du CR1S (ng/mL) 31,60  ± 22,86 21,96 ± 18,71 0,002 

n= effectifs, CR1S = taux du CR1 soluble sérique étudié par ELISA. 

 

La figure 37 présente la répartition des taux du CR1S dans chaque groupe. 

 

 
Figure 37 Répartition des taux du CR1 soluble sérique chez les cas et les témoins. 
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Par ailleurs, il n’existait aucune corrélation entre le taux du CR1 soluble sérique et l’âge : 

Coefficient de corrélation de Pearson : r = 0,11, p = 0,10 chez tous les sujets (cas + témoins), r 

= - 0,001, p = 0,99 chez les cas et r = 0,04, p = 0,70 chez les témoins. Il parait donc très peu 

probable que le taux du CR1 soluble sérique soit âge-dépendant. 

1. Taux du CR1 soluble sérique selon les polymorphismes de longueur de CR1 

Chez les sujets exprimant uniquement l’isoforme CR1*1 (sujets CR1*1 CR1*1), le taux 

du CR1S était statistiquement plus élevé chez les cas (31,70 ± 25,04 ng/mL) par rapport 

aux témoins (23.49 ± 20.91 ng/mL) (p = 0,048), mais cette différence n’était plus 

significative en regroupant les sujets exprimant les isoformes longs (sujtes CR1*1 CR1*1 

et sujets CR1*1 CR1*3). En l’occurrence, chez les sujets exprimant l’isoforme CR1*2 

(sujets CR1*1 CR1*2 et sujets CR*2 CR1*2), le taux du CR1S était statistiquement plus 

élevé chez les cas (31,03 ± 18,89 ng/mL) par rapport aux témoins (17.82 ± 10.02 ng/mL) 

(p = 0,009). Ces résultats se confirment, chez les sujets exprimant les deux isoformes 

(sujets CR1*1 CR1*2), puisque le taux du CR1S était également plus élevé chez les cas 

(30,34 ± 18,71 ng/mL) par rapport aux témoins (18,41 ± 10,68 ng/mL) (p = 0,03) 

(Tableau 36). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



159 
 

Tableau 36 Taux du CR1S chez les cas et/ou les témoins selon les polymorphismes de 

longueur de CR1. 

Taux du CR1S (ng/mL) 

Polymorphismes  

de longueur de CR1  

(Phénotypes) 

Cas + Témoins 

(n = 185) 

Cas 

(n = 100) 

Témoins 

(n = 85) 
p 

CR1*1 CR1*1 (n = 126) 27,66 ± 23,37 31,70 ± 25,04 23,49 ± 20,91  0,048

CR1*1 CR1*1 + CR1*1CR1*3 

(n = 128) 

27,62 ± 23,20 31,50 ± 24,69 23,49 ± 20,91 0,05 

CR1*1 CR1*2 (n = 46) 25,41 ± 16,83 30,34 ± 18,71 18,41 ± 10,68 0,03 

CR1*2 CR1*2 

(n = 10) 

26,48 ± 18,97 34,11 ± 21,19 15,02 ± 6,26 0,14 

CR1*1 CR1*3 

(n = 2) 

24,82 ± 6,85 24,82 ± 6,85 _ _ 

CR1*1 CR1*2 + CR1*2 CR1*2 

(n = 56) 

25,60 ± 17,05 31,03 ± 18,89 17,82 ± 10,02  0,009

CR1*2 CR1*4 (n = 1) 57,42 57,42 _ _ 

CR1*1 CR1*2 +  CR1*2 CR1*2 +  

CR1*2 CR1*4 

(n = 57) 

26,16 ± 17,42 31,80 ± 19,14 17,82 ± 10,02 0,006

CR1*2 CR1*2 +  CR1*2 CR1*4 

(n = 11) 

29,29 ± 20,27 37,44 ± 21,26 15,02 ± 6,26 0,10 

 

Par ailleurs, il n’existait pas de différence du taux de CR1S entre les cas ou entre les témoins 

selon les polymorphismes de longueur de CR1 (Figure 38). 
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Figure 38 Comparaison des taux du CR1 soluble (ng/mL) selon les polymorphismes de 

longueur de CR1 chez les cas et les témoins. Comparaison entre cas et témoins exprimant 

l’isoforme CR1*1 (*p = 0,04). Comparaison entre cas et témoins exprimant les deux 

isoformes CR1*1 et CR1*2 (**p = 0,03). Comparaison entre cas et témoins exprimant 

l’isoforme CR1*2 (***p = 0,006). Aucune comparaison entre cas ou entre témoins n’est 

statistiquement significative. 

2. Taux du CR1 soluble sérique selon les polymorphismes de densité de CR1 

a. Etude du CR1 soluble sérique selon les polymorphismes de densité pour le site 

HindIII et Q981H (génotype) 

Les tableaux 37 et 38 présentent les résultats des taux du CR1 soluble selon le génotype 

pour le site HindIII et Q981H respectivement. Il n’existait aucune différence 

statistiquement significative quand on comparait les taux du CR1 soluble selon les 
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génotypes, aussi bien chez tous les sujets, chez les cas et chez les témoins. Ces résultats 

suggèrent que le taux du CR1 soluble n’est pas génétiquement déterminé. 
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b. Comparaison entre cas et témoins du taux du CR1 soluble selon les 

polymorphismes de densité pour le site HindIII (génotype) 

 La comparaison des taux du CR1 soluble selon le génotype HindIII retrouvait des taux 

plus élevés chez les cas homozygotes pour l’allèle H (31,67 ± 22,23 ng/mL) comparés aux 

témoins (20,65 ± 16,99) (p = 0,004). 

 Par ailleurs, les taux du CR1S étaient également statistiquement plus élevés chez les 

cas comparés aux témoins quand on regroupait les sujets homozygotes pour l’allèle H et les 

sujets hétérozygotes (sujets HH+HL), (30,77 ± 21,46 et 21,74 ± 18,57 respectivement) (p = 

0,003) (Tableau 39). 

Tableau 39 Comparaison entre cas et témoins du taux du CR1 soluble selon les 

polymorphismes de densité pour le site HindIII (génotype). 

 Taux du CR1 soluble (ng/mL) 

Sujets  Cas (n=100) Témoins (n=85) P 

Polymorphismes 
de densité 

HindIII 

HH (n=112) 31,67 ± 22,23 20,65 ± 16,99 0,004

HL (n=65) 29,34 ± 20,40 23,80 ± 21,43 0,14 

LL (n=8) 51,56 ± 45,84 26,30 ± 24,16 0,49 

HL+LL (n=73) 31,50 ± 24,02 24,12 ± 21,38 0,18 

HH+HL (n=177) 30,77 ± 21,46 21,74 ± 18,57 0,0035

HH = sujets homozygotes pour l’allèle H de HindIII, HL = sujets hétérozygotes, LL = sujets 

homozygotes pour l’allèle L. 

c. Comparaison entre cas et témoins du taux de CR1 soluble selon les 

polymorphismes de densité pour le site Q981H (génotype) 

 La comparaison des taux du CR1 soluble selon le génotype Q981H retrouvait des taux 

plus élevés chez les cas homozygotes pour l’allèle Q (31,44 ± 21,71 ng/mL) comparés aux 

témoins (20,65 ± 16,83 ng/mL) (p = 0.0038). 

 Par ailleurs, les taux du CR1S étaient également statistiquement plus élevés chez les 

cas comparés aux témoins quand on regroupait les sujets homozygotes pour l’allèle Q et 

les sujets hétérozygotes (sujets QQ+QH), (30,61 ± 21,41 ng/mL et 21,82 ± 18,79 

respectivement) (p = 0,0048)  (Tableau 40). 
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Tableau 40 Comparaison entre cas et témoins du taux de CR1 soluble selon les 

polymorphismes de densité pour le site Q981H (génotype). 

 Taux du CR1 soluble (ng/mL) 

Sujets  Cas (n=100) Témoins (n=85) P 

Polymorphismes 

de densité 

Q981H 

QQ (n=116) 31,44 ± 21,71 20,65 ± 16,83 0,0038

QH (n=60) 29,13 ± 21,10 24,35 ± 22,63 0,22 

HH (n=9) 63,76 ± 47,53 23,75 ± 19,29 0,13 

QH+HH (n=69) 31,86 ± 24,92 24,23 ± 21,72 0,19 

QQ+QH (n=176) 30,61 ± 21,41 21,82 ± 18,79 0,0048

 

3. Corrélation entre taux du CR1 soluble et nombre de sites antigéniques de CR1 

(densité) 

 Il n’existait pas de corrélation significative entre taux du CR1 soluble et nombre de 

sites antigéniques de CR1 (densité) ni chez tous les sujets (cas + témoins) (coefficient de 

corrélation de Pearson : r = - 0,06, p = 0,4), ni chez les cas (r = 0.06, p = 0.55), ni chez les 

témoins (r = - 0,13, p = 0,23). 

4. Corrélation entre taux du CR1 soluble et score au MMSE 

 Il n’existait pas de corrélation entre taux du CR1 soluble sérique et score au MMSE 

chez les cas : Coefficient de corrélation de Pearson : r = 0,009, p = 0,93. A l’inverse, il 

exitait une correlation négative entre taux du CR1 soluble et score au MMSE aussi bien 

chez tous les sujets (cas + témoins), que chez les témoins (r = - 0,20, p = 0,008 et r = - 

0,32, p = 0,002 respectivement) (Figure 39). 
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Figure 39 Corrélation entre taux du CR1 soluble et score au MMSE. 

   

VII. Etude des facteurs associés à la MA (analyse multivariée) 

 L’analyse multivariée réalisée a permis d’identifier cinq facteurs indépendemment 

associés à la maladie d’Alzheimer : le sexe féminin, l’âge, le nombre de sites antigéniques de 

CR1 par érythrocyte (densité), le taux du CR1 soluble sérique et le polymorphisme de densité 

Q981H (Tableau 41). 

Tableau 41 Analyse multivariée des facteurs associés à la maladie d’Alzheimer. 

Variables Unité OR IC 95 % p

Sexe (Femme vs Homme) 1 2,100 1,012 4,366 0,0465

Âge en années 1 1,163 1,103 1,227 < 0,0001

Densité (nombre de sites antigéniques de CR1 
par érythrocyte) 

30 0,948 0,912 0,986 0,0084

Taux du CR1 soluble sérique (ng/mL) 1 1,026 1,008 1,044 0,0045

Polymorphisme de densité Q981H (Q vs HH) 1 10,59 1,416 79,342  0,0215
OR = Odds Ratio, IC 95% = Intervalle de confiance à 95% de l’OR.  

 Afin d’explorer le risque lié à des variations quantitatives différentes pour nos 

variables explicatives, nous avons modélisé dans le tableau 42 notre analyse multivariée avec 

des risques ajustés pour des variations unitaires différentes des trois variables quantitatives 

(âge, densité, taux du CR1 soluble). Ceci permet d’explorer des variations pouvant avoir une 

pertinence clinique, en l’absence de données dans la littérature. Ainsi, pour la variable densité, 

le seuil de détection biologique étant de 30 sites, la moyenne dans la population étant de 500 
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(150-1500), une variation de 30 sites est associée selon notre modèle, à une baisse du risque 

de développer la MA de 5.2%, cependant cette variation de 30 unités n’est pas nécessairement 

ni cliniquement ni biologiquement pertinente. Ainsi, si l’on retient une variation de 200 sites 

antigéniques, ce qui est biologiquement plus discrimant, on peut constater, selon notre 

modèle, une diminution du risque de développer la MA de 29.8%, ce qui apparait également 

plus pertinent sur le plan clinique. Par ailleurs, une augmentation du taux du CR1 sérique 

soluble de 20 ng/mL serait associé selon notre modèle à une augmentation du risque de MA 

de 1.6 (IC 95% [1.17- 2.38]. 

Tableau 42 Analyse multivariée des facteurs associés à la maladie d’Alzheimer avec 

variations quantitatives des variables explicatives. 

Variables Unité OR IC 95 % p

Sexe (Femme vs Homme) 1 2,100 1,012 4,366 0,0465

Âge en années 1 1,163 1,103 1,227 < 0,0001

Âge en années 5 2,131 1,633 2,781 < 0,0001

Âge en années 10 4,541 2,667 7,732 < 0,0001

Densité (nombre de sites antigéniques de CR1 
par érythrocyte) 

30 0,948 0,912 0,986 0,0084

Densité (nombre de sites antigéniques de CR1 
par érythrocyte) 

100 0,838 0,734 0,956 0,0084

Densité (nombre de sites antigéniques de CR1 
par érythrocyte) 

200 0,702 0,539 0,913 0,0084

Densité (nombre de sites antigéniques de CR1 
par érythrocyte) 

400 0,492 0,291 0,834 0,0084

Densité (nombre de sites antigéniques de CR1 
par érythrocyte) 

500 0,413 0,214 0,797 0,0084

Taux du CR1 soluble sérique (ng/mL) 1 1,026 1,008 1,044 0,0045

Taux du CR1 soluble sérique (ng/mL) 10 1,294 1,083 1,545 0,0045

Taux du CR1 soluble sérique (ng/mL) 20 1,674 1,174 2,387 0,0045

Taux du CR1 soluble sérique (ng/mL) 30 2,165 1,271 3,688 0,0045

Taux du CR1 soluble sérique (ng/mL) 40 2,801 1,377 5,698 0,0045

Taux du CR1 soluble sérique (ng/mL) 50 3,624 1,492 8,804 0,0045

Polymorphisme de densité Q981H (Q vs HH) 1 10,59 1,416 79,342  0,0215
OR = Odds Ratio, IC 95% = Intervalle de confiance à 95% de l’OR.  
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En l’occurrence, la présence de l’allèle Q pour Q981H augmenterait le risque de la maladie 

d’Alzheimer et la présence de l’allèle H serait associé à une baisse du risque de 90.6% (Figure 

40).   
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Figure 40 Facteurs indépendemment associés à la maladie d’Alzheimer avec variations 
quantitatives des variables explicatives de la maladie.  
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Titre de l’article : La Maladie d’Alzheimer est associée à une densité basse de l’isoforme 

long de CR1. 

Auteurs : R Mahmoudi, A Kisserli, JL Novella, B Donvito, M Dramé, B Réveil, V Duret, D 

Jolly, BN Pham, J H Cohen. 

Revue : Neurobiology of Aging. 

La maladie d’Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative évolutive, résultant de 

l’interaction entre un terrain génétique et des facteurs environnementaux. Récemment, les 

études d’association pangénomiques ont permis d’identifier plus de 20 loci potentiellement 

impliqués dans l’étiologie de la maladie d’Alzheimer à début tardif, dont le gène CR1, 

(Récepteur du complément de type 1), notamment au niveau de deux SNPs (rs6656401et 

rs3818361). Bien que ces études aient identifié le gène CR1 comme gène de susceptibilité à la 

MA, la signification fonctionnelle des deux SNPs, rs6656401 et rs3818361, reste inconnue. 

Néanmoins, toutes ces études suggèrent un rôle du système du complément dans la 

physiopathologie de la MA. 

L’objectif de cet article était de corréler aux données génotypiques (SNPs, polymorphismes 

de longueur) étudiés respectivement par pyroséquençage et HRM (High Resolution Melting 

ou fusion à haute résolution), des éléments phénotypiques (polymorphismes de longueur, 

densité ou nombre de sites antigéniques de CR1 par érythrocytes), étudiés respectivement par 

Western Blot et cytométrie en flux. 

Nous avons montré par deux méthodes différentes dont une innovante (HRM), que d’une part, 

la densité de l’isoforme long de CR1 (CR1*2 [S]) était plus basse chez les sujets atteints de 

MA à début tardif, comparée à celle de sujets contrôles, et que d’autre part, l’isoforme CR1*2 

(S) était exprimé à une densité plus basse que l’isoforme CR1*1 (F). Ces données suggèrent 

l’existence d’allèles silencieux de CR1. Enfin, les deux SNPs, rs6656401 et rs3818361, 

étaient fortement associés à l’isoforme CR1*2 (CR1 [S]) aussi bien au niveau du gène qu’au 

niveau de la protéine. Ces résultats montrent que le polymorphisme de longueur de CR1 

(isoforme CR1*2 [S]) est le phénotype le plus probable de l’association entre le gène CR1 et 

la MA, établie par les études d’association pangénomiques. 

Nos résultats suggèrent que la maladie d’Alzheimer résulterait plus d’une insuffisance 

d’épuration des plaques amyloïdes que d’une augmentation des dépôts amyloïdes. 
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a b s t r a c t

The long complement receptor type 1 (CR1) isoform, CR1*2 (S), has been identified as being associated
with Alzheimer’s disease (AD) risk. We aimed to analyze the phenotypic structural and expression as-
pects (length and density) of CR1 in erythrocytes of 135 Caucasian subjects (100 AD and 35 controls). CR1
length polymorphism was assessed at protein and gene levels using Western blot and high-resolution
melting, respectively. CR1 sites on erythrocytes were enumerated by flow cytometry. CR1 gene anal-
ysis, spotting the rs6656401 and rs3818361 polymorphisms, was performed by pyrosequencing. The CR1
density was significantly lower in AD patients expressing the CR1*2 isoform compared with the controls
(p ¼ 0.001), demonstrating lower expression of CR1 in CR1*2 carriers. Our data suggested the existence
of silent CR1 alleles. Finally, rs6656401 and rs3818361 were strongly associated with CR1 length poly-
morphism (p < 0.0001). These observations indicate that AD susceptibility is associated with the long
CR1 isoform (CR1*2), albeit at a lower density, suggesting that AD results from insufficient clearance of
plaque deposits rather than increased inflammation.

� 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is a progressive neurodegenerative
disease that is characterized mainly bymemory impairment and/or
a deficit in other cognitive functions. Neuropathologically, AD is
characterized by the presence of both extracellular deposits of
amyloid-b (Ab) peptides and intracellular neurofibrillary tangles
containing the hyperphosphorylated Tau protein (Avramopoulos,
2009). Inflammation with activation of the complement system
has also been described as a prominent feature of AD neuropa-
thology (Eikelenboom et al., 2006). The amyloid precursor protein
(APP), presenilin 1 (PSEN1), presenilin 2 (PSEN2), apolipoprotein E
(APOE), and triggering receptor expressed onmyloid cells 2 (TREM2)
have been implicated in the etiology of AD (Bekris et al., 2010;

Campion et al., 1999; Guerreiro et al., 2013; Hardy and Selkoe,
2002; Jonsson et al., 2013). In addition, recent large genome-wide
association studies (GWASs) have identified close to 20 loci asso-
ciated with AD, including CR1 (Harold et al., 2009; Hollingworth
et al., 2011; Lambert et al., 2009, 2013; Naj et al., 2011; Seshadri
et al., 2010). Two noncoding single nucleotide polymorphisms
(SNPs) of the CR1 gene, rs6656401 and rs3818361, have been
associatedwith AD (Lambert et al., 2009). The CR1 gene encodes the
complement receptor type 1 (CR1), which is a component of the
regulators of complement activity.

CR1 (the C3b/C4b receptor, CD35) is a membrane-bound
glycoprotein that binds to the complement proteins C3b, C4b,
C3bi, and C1q and to ficolins (Jacquet et al., 2013). It is a highly
polymorphic glycoprotein that exhibits 3 types of polymorphisms:
density, structural, and Knops blood group (Cohen et al., 1999).
Density polymorphism is a stable phenotype that accounts for the
constitutive expression level of CR1 on erythrocytes, although ac-
quired deficiency may also occur in some diseases (such as AIDS or
systemic lupus erythematosus [SLE]). In Caucasians, erythrocytes
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from different healthy subjects show up to a 10-fold variation in the
number of CR1 molecules per erythrocyte (range, 150e1200 mol-
ecules per cell) (Cornillet et al., 1991; Moulds et al., 1991, 1992).
Structural polymorphism is reflected by the existence of 4 CR1
isoforms of different lengths. In the increasing order of molecular
weight, these isoforms are CR1*3 or CR1-F0 (160 kDa), CR1*1 or
CR1-F (190 kDa), CR1*2 or CR1-S (220 kDa), and CR1*4 or CR1-D
(250 kDa) (Birmingham et al., 2003; Krych-Goldbergh et al.,
2002; Wong et al., 1983). The most common isoform of CR1, which
is found in about 87% of Caucasians, is CR1*1, the extracellular
domain of which is arranged in 4 long homologous regions (LHRs)
designated LHR-A, -B, -C, and -D (Hourcade et al., 1988; Klickstein
et al., 1987). LHR-A exhibits a C4b binding site, whereas LHR-B
and LHR-C exhibit a C3b/C4b binding site. The other CR1 isoforms
are related to a variation of LHR number. The second most common
isoform of CR1, which is found in about 11% of Caucasians, CR1*2,
presents an additional (fifth) LHR, termed LHR-S; thus, this isoform
contains an additional C3b/C4b binding site. The other 2 (and rarer)
CR1 isoforms, CR1*3 and CR1*4, exhibit a deletion of 1 LHR or 2
additional LHRs, respectively.

The role of complement in AD pathogenesis has been high-
lighted by different studies suggesting that AD is associated with
increased complement activation. The aim of this study was to
analyze the phenotypic structural and expression aspects of CR1 on
erythrocytes of AD patients (length and density polymorphisms), as
most CR1 is found in erythrocytes in the circulatory system. A
comparison between the phenotypic CR1 length polymorphism
(LP) and the CR1 LP deduced from CR1 gene analysis was per-
formed. Finally, a molecular analysis of the CR1 gene to type the
rs6656401 and rs3818361 polymorphisms was performed.

2. Methods

2.1. Patients

A total of 135 Caucasian subjects (100 AD patients and 35 con-
trols) were investigated in this prospective study, which was
approved by the regional ethics committee. Written informed
consent was obtained from each individual. All AD patients met the
diagnostic criteria of probable AD according to the Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders, fourth edition (American
Psychiatric Association, 1994) and the criteria of the National
Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke
and the Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association
(McKhann et al., 1984). The control subjects were without any
organic brain or cognitive disorders. Subjects with manifest
depressive psychotic episodes or diseases likely to affect the
physiology of CR1, such as hemolytic anemia, terminal renal or liver
failure, or SLE, were excluded from the study. Blood samples were
drawn into Vacutainer tubes containing 0.12 mL of 0.15% EDTA.

2.2. Protein analysis

2.2.1. Anti-CR1 monoclonal antibodies
A J3D3monoclonal antibody (moAb) (Cook et al., 1985) was used

for flow cytometry and Western blot (WB) (Supplementary
Methods). Other anti-CR1 moAbs J3B11, TO5, and E11 were also
used in flow cytometry or WB for the control experiments
(Supplementary Table 1).

2.2.2. Determination of CR1 LP on erythrocytes using WB
Detergent-solubilized membrane proteins from erythrocytes

were electrophoresed on 7.5% sodiumdodecyl sulfate poly-
acrylamide gels under nonreducing conditions. Separated proteins
were electroblotted onto polyvinylidene difluoride membranes

(Poly Labo/Paul Block, Strasbourg, France), and the CR1 molecules
recognized by the anti-human CR1 reactive moAb were visualized
by ECL chemiluminescence (Amersham, Arlington Heights, IL, USA)
after sequential incubation with biotinylated sheep anti-mouse IgG
and a streptavidin-biotin horseradish peroxidase complex (Amer-
sham). Densitometric analysis of WBs was performed on a Bio-Rad
model ChemiDoc XRS densitometer using the Quantity One 1-D
analysis software, version 4.6.1 (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette,
France).

2.2.3. Quantification of CR1 expression on erythrocytes using flow
cytometry

The mean CR1 density on erythrocytes was determined using
flow cytometry, as described previously (Kiss et al., 1996). A stan-
dard curve was obtained from donors of known CR1 antigenic sites
with a density ranging from 180 to 1000 per erythrocyte. Flow
cytometry was performed on stained cells using a flow cytometer
(FACStarplus; Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA). At least
10,000 events for each sample were collected. A mean fluorescence
channel was used to quantify the staining of each sample. The
detection threshold was 30 CR1 antigenic sites per erythrocyte.

2.3. Genetic study

2.3.1. Analysis of CR1 LP using high-resolution melting
Original primers were synthesized by Eurogentec (Seraing,

Belgium). Polymerase chain reaction (PCR) was performed in a total
volume of 20 mL, using 10 mL of 2� LightCycler 480 High Resolution
Melting Master Mix (Roche, Meylan, France), 1 mL of 300 nmol/L
forward primer, 1 mL of 300 nmol/L reverse primer, and 10 ng of
DNA. PCR was performed on a 96-well thermal cycler (Veriti;
Applied Biosystems) using an amplification protocol of 1 cycle at
95 �C for 10 minutes, 45 cycles at 95 �C for 10 seconds, 62 �C for 15
seconds, and 72 �C for 20 seconds. The high-resolution melting of
the amplicons using the LightCycler 480 System (Roche) displayed
the melting curve profiles corresponding to the 4 CR1 length phe-
notypes that were observed using WB.

2.3.2. Study of CR1 gene polymorphism by pyrosequencing and
rs6656401 amplification

The PCR primers used in this analysis were A661A and 50 bio-
tinylated A661RE BIOT. PCR was performed on a MyCycler appa-
ratus (Bio-Rad) under the following conditions: final volume of 100
mL containing 1 mL of DNA solution (approximately 100e250 ng),
200 mmol/L of each deoxynucleoside triphosphate, 0.5 mmol/L of
each primer, 1.5 mmol/L of MgCl2, and 2.5 U of Taq DNA polymerase
(AmpliTaq; Applied Biosystems) in the manufacturer’s buffer.

2.3.3. rs3818361 amplification
The PCR primers were ALZ1 and 50 biotinylated ALZ1RE BIOT.

The PCR was performed on a MyCycler apparatus under the same
conditions, except for MgCl2 (2 mmol/L). The amplification condi-
tions for rs6656401 or rs3818361 were described in Supplementary
Table 2. All fragments were subjected to gel electrophoresis on
agarose gels containing ethidium bromide before their isolation for
pyrosequencing.

2.3.4. Pyrosequencing
Primers were designed to anneal to codons adjacent to the

rs6656401 and rs3818361 polymorphisms of the CR1 gene: A66SEQ
50-CCTTCTCTGTCTCCATCTT-30 and ALZ1SEQ 50-ATGGGGCAA-
TTTCCT-30, respectively. The biotinylated PCR product (40 mL) was
immobilized onto 4 mL of streptavidin-coated Sepharose beads (>1.2
nmol binding capacity; Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
Sweden) in 40 mL of binding buffer (10 mmol/L Tris-HCl [pH 7.6], 2
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mol/L NaCl, 1 mmol/L EDTA, and 0.1% Tween 20) on a shaker (1400
rpm) at room temperature for 10 minutes. PCR products immobi-
lized on beads were transferred to a 96-well filter plate (Millipore,
Molsheim, France) and vacuum dried. Single-stranded DNA was
obtained by adding 50 mL of denaturation solution (0.2 mol/L NaOH)
for 1minute. The immobilized strandwaswashed twicewith 150 mL
of washing buffer (10 mmol/L Tris-acetate, pH 7.6), resuspended in
45 mL of annealing buffer (20 mmol/L Tris-acetate, pH 7.6, 2 mmol/L
magnesium acetate), and transferred towells containing 15 pmol of
sequencingprimer in avolumeof 1.5mLof annealingbuffer. Theplate
was heated at 61 �C for 5 minutes. Real-time pyrosequencing was
performed at 28 �C in an automated 96-well Pyrosequencer using
PSQ SNP 96 enzymes and substrate (Pyrosequencing AB, Uppsala,
Sweden) with cyclic dispensation of nucleotides. Computer analysis
was basedon analgorithm that compares theheights of the different
peaks and the base number of the polymorphic fragment.

2.4. Statistical analyses

Quantitative variables are presented as mean (M) � standard
deviation or standard error of the mean when appropriate and
qualitative variables as number (percentage). Factors that distin-
guished subgroups were studied by cross-tabulations and tested
using the chi-square or Fisher exact test, as appropriate, for the
comparison of proportions. Student t test was used for quantitative
data as they were all normally distributed. Relationship between
quantitative data was tested using Pearson correlation coefficient.
Significance level was set at p <0.05. All analyses were performed
using SAS, version 9.3 (SAS Institute Inc, Cary, NC, USA).

3. Results

3.1. Demographic and clinical characteristics

The differences between AD patients and control subjects were
analyzed to confirm that the rationale of this study was valid. There
were no significant differences between the 2 groups regarding sex,
comorbidities, and malnutrition. Although age differences between
AD patients and controls were statistically significant, this differ-
ence was only 3.6 years, (i.e., <5 years) between the 2 groups
(Supplementary Table 3). Moreover, CR1 density was not correlated
with age, in accordance with the previously published data (He
et al., 2012). Indeed, the Pearson correlation coefficient was 0.028
(p ¼ 0.77). It, therefore, appears unlikely that the CR1 density could
be age dependent.

3.2. CR1 phenotypic data

At the protein level, 5 patterns of CR1 length were detected
using WB as described in Fig. 1A. Among the 135 subjects studied,
92 expressed the CR1*1 isoform only, 33 expressed both the CR1*1
and CR1*2 isoforms, 7 expressed the CR1*2 isoform only, 2
expressed both the CR1*1 and CR1*3 isoforms, and 1 expressed
both the CR1*2 and CR1*4 isoforms (Table 1).

A further study of CR1 density on erythrocytes according to CR1
isoform was performed using flow cytometry. In subjects
expressing the CR1*1 isoform only, the mean CR1 density (mean
number of sites per erythrocyte) was not significantly different
between AD patients (682 � 299) and control subjects (636 �
309). In subjects expressing the CR1*2 isoform only, the mean CR1
density seemed to be lower in AD patients (517 � 113) than in the
unique control subject (980); however, no statistical analysis
could be performed. In contrast, the mean CR1 density was
significantly lower in AD patients expressing the CR1*2 isoform

Fig. 1. Genotyping of complement receptor type 1 (CR1) length polymorphisms (LPs)
using high-resolution melting (HRM) analysis. (A) LP analysis of CR1 on erythrocytes
by Western blot with the anti-CR1 monoclonal antibody J3D3. Five CR1 LP allele
patterns are shown: EF pattern, expressions of the CR1*3 (160 kDa) and CR1*1 (190
kDa) isoforms; F pattern, expression of the CR1*1 (190 kDa) isoform; FS pattern, ex-
pressions of the CR1*1 (190 kDa) and CR1*2 (220 kDa) isoforms; S pattern, expression
of the CR1*2 (220 kDa) isoform; and T pattern, expressions of the CR1*2 (220 kDa) and
CR1*4 (250 kDa) isoforms. (B) Determination of the LP genotypes of CR1 using HRM.
HRM curve analysis led to the identification of specific curve profiles: T (gray), S (red),
FS (green), F (blue), and EF (purple) profiles, which correspond to the CR1 LP alleles
determined by sodiumdodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis: T (CR1*2
[220 kDa] and CR1*4 [250 kDa]), S (CR1*2 [220 kDa]), FS (CR1*1 [190 kDa] and CR1*2
[220 kDa]), F (CR1*1 [190 kDa]), and EF (CR1*3 [160 kDa] and CR1*1 [190 kDa]) allo-
types, respectively.

Table 1
Distribution of CR1 LP byWB, comparison between CR1 LP and number of CR1/E antigenic sites, and association between the CR1 LP phenotype detected usingWB and the CR1
LP genotype detected using HRM among AD patients and controls

CR1 LP phenotype Subjects CR1/Ea Genotypeb

AD patients
and controls
(n ¼ 135)

AD patients
(n ¼ 100)

Controls
(n ¼ 35)

AD patients and
controls (n ¼ 135)

AD patients
(n ¼ 100)

Controls
(n ¼ 35)

F FS S EF T

CR1*1 CR1*1 (n ¼ 92) 92 (68.15%) 64 (64.0%) 28 (80.0%) 668 � 301 682 � 299 636 � 309 90 2 0 0 0
CR1*1 CR1*2 (n ¼ 33) 33 (24.44%) 27 (27.0%) 6 (17.14%) 568 � 208 524 � 196 767 � 136 0 33 0 0 0
CR1*2 CR1*2 (n ¼ 7) 7 (5.18%) 6 (6.0%) 1 (2.86%) 584 � 203 517 � 113 980 0 0 7 0 0
CR1*1 CR1*3 (n ¼ 2) 2 (1.48%) 2 (2.0%) 0 (0%) 615 � 151 615 � 151 d 0 0 0 2 0
CR1*2 CR1*4 (n ¼ 1) 1 (0.74%) 1 (1%) 0 (0%) 420 420 d 0 0 0 0 1
CR1*1 CR1*2 þ CR1*2 CR1*2 (n ¼ 40) 40 (29.63%) 33 (33.0%) 7 (20.0%) 571 � 204 523 � 182 797 � 148 0 33 7 0 0

Key: AD, Alzheimer’s disease; CR1/E, number of complement receptor type 1 per erythrocyte; CR1 LP, complement receptor type 1 length polymorphism; HRM, high-
resolution melting; WB, Western blot.

a Student t test probability for the comparison between CR1 LP and number of CR1/E antigenic sites.
b Fisher exact probability test, p < 0.0001, for the association between the CR1 LP phenotype detected using WB and the CR1 LP genotype detected using HRM.
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only (517 � 113) than in AD patients expressing the CR1*1 isoform
only (682 � 299) (Student t test, p ¼ 0.01). To investigate the hy-
pothesis that the CR1*2 isoform is expressed at lower density than
the CR1*1 isoform, CR1 density was quantified in subjects
expressing both CR1*1 and CR1*2 isoforms. The mean CR1 density
was significantly lower in AD patients expressing both CR1*1 and
CR1*2 isoforms (524 � 196) than it was in AD patients expressing
the CR1*1 isoform only (682 � 299) (Student t test, p ¼ 0.004). In
addition, the mean CR1 density was significantly lower in AD
patients expressing both CR1*1 and CR1*2 isoforms (524 � 196)
than in control subjects expressing both CR1*1 and CR1*2 iso-
forms (767 � 136) (Student t test, p ¼ 0.004) (Fig. 2A, Table 1).
Furthermore, the mean CR1 density was significantly lower in AD
patients expressing the CR1*2 isoform (AD patients expressing the
CR1*2 isoform only and AD patients expressing both CR1*1 and
CR1*2 isoforms) than it was in control subjects expressing the
CR1*2 isoform (control subjects expressing the CR1*2 isoform only
and control subjects expressing both CR1*1 and CR1*2 isoforms)
(Student t test, p ¼ 0.001). Finally, the mean CR1 density on
erythrocytes was significantly lower in AD patients expressing the
CR1*2 isoform compared with AD patients expressing the CR1*1
isoform only (p ¼ 0.001) (Fig. 2B, Table 1). The reliability of the
results of CR1 density obtained using flow cytometry in subjects
carrying both CR1*1 and CR1*2 isoforms was also assessed using
WB as a second method with concordant results (Fig. 3A and B,
Supplementary Table 4).

To rule out a selective different reactivity of the anti-CR1 J3D3
moAb on the various CR1 length isoforms, a comparative flow
cytometry quantification of CR1 on erythrocytes was performed
using 4 different anti-CR1 moAbs (J3D3, J3B11, TO5, and E11). A
Western blotting was also performed to compare the reactivity
pattern using anti-CR1 J3D3, TO5, and E11 moAbs. CR1 density
measurement of a subject expressing the CR1*1 and CR1*2 isoforms
was similar whatever the anti-CR1 moAb used (Supplementary
Table 1). These data established that all anti-CR1 moAbs behave
as functionally detecting a single antigenic site per CR1 molecule,
regardless of the concerned CR1 length isoform and the number of
potential antigenic binding sites (Nickells et al., 1998). Quantitative
scanning of CR1*1 and CR1*2 bands from a single subject using
different anti-CR1 moAbs (J3D3, E11, and TO5) was also identical
(Supplementary Fig. 1).

3.3. CR1 molecular data

At the molecular level, the CR1 LP was studied using high-
resolution melting analysis, providing 5 melting curve profiles as
described in Fig. 1B. Among the 135 subjects studied, 90 subjects
exhibited the F melting curve profile, 7 exhibited the S profile, 35
exhibited the FS profile, 2 exhibited the EF profile, and 1 exhibited
the T profile (Table 1).

A significant concordance between the phenotypic CR1 length
and the CR1 length deduced from the molecular analysis was found
in 133 out of the 135 subjects (p < 0.0001). The 2 discordant results
obtained during the comparison of the phenotypic CR1 length with
the CR1 length deduced from themolecular analysis were related to
the subjects who expressed the CR1*1 isoform only at the eryth-
rocyte surface but exhibited the FS melting curve profile related to
the association of a CR1 allele encoding the CR1*1 isoform with a
CR1 allele encoding the CR1*2 isoform. Absence of any CR1*2 iso-
form expression was reproducible even when WB was performed
using a longer exposure time, suggesting the presence of a silent
CR1 allele (Fig. 3A).

Both SNPs, rs6656401 and rs3818361, were studied among AD
patients and controls. The analysis of rs6656401 showed that it was
strongly and significantly associated with the CR1 LP at protein
level, both in AD patients and in control subjects (Fisher exact
probability test, p < 0.0001). Among the 92 subjects who displayed
the GG genotype at rs6656401, 95% expressed the CR1*1 isoform
only, and none expressed the CR1*2 isoform only. Conversely, the 6
subjects who displayed the AA genotype at rs6656401 expressed
the CR1*2 isoform only. Among the 35 subjects who displayed the
AG genotype at rs6656401, 88.5% expressed both CR1*1 and CR1*2
isoforms (Table 2).

The analysis of rs3818361 showed that rs3818361 was also
strongly and significantly associated with the CR1 LP at protein
level, both in AD patients and in control subjects (Fisher exact
probability test, p < 0.0001). Among the 88 subjects who displayed
the CC genotype at rs3818361, 96.59% expressed the CR1*1 isoform
only, and none expressed the CR1*2 isoform only. Conversely,
among the 7 subjects who displayed the TT genotype at rs3818361,
6 expressed the CR1*2 isoform only (85.71%). Finally, among the 40
subjects who displayed the CT genotype at rs3818361, 80%
expressed both CR1*1 and CR1*2 isoforms (Table 2).

Fig. 2. Comparison between complement receptor type 1 (CR1) length polymorphisms and number of CR1/E antigenic sites between Alzheimer’s disease (AD) patients and control
subjects. (A) Comparison between AD patients expressing the CR1*2 isoform only or the CR1*1 isoform only (Student t test, *p ¼ 0.01); comparison between AD patients expressing
both CR1*1 and CR1*2 isoforms or the CR1*1 isoform only (Student t test, **p ¼ 0.004); and comparison between AD patients and control subjects expressing both CR1*1 and CR1*2
isoforms (Student t test, **p ¼ 0.004). (B) Comparison between AD patients expressing the CR1*1 isoform only or the CR1*2 isoform (Student t test, ***p ¼ 0.001) and comparison
between AD patients and control subjects expressing the CR1*2 isoform (Student t test, ***p ¼ 0.001).
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4. Discussion

The originality of this study was to combine CR1 phenotypic
datawith CR1 genetic data in the study of the CR1 polymorphism in
a cohort of well-characterized AD patients and control subjects. CR1
attenuates complement activation by removing C3b/C4b-bound
components. In humans, 90% of the total circulating CR1 is found
on erythrocytes, thus facilitating the clearance of C3b- or C4b-
bound microorganisms or immune complexes from the circula-
tion (Rogers et al., 2006; Taylor et al., 1997). In fact, complexes
bound to CR1 are transferred to phagocytes when erythrocytes go
through the liver and spleen (Cornacoff et al., 1983; Cosio et al.,
1990; Schifferli et al., 1988). By limiting the deposition of C3b and
C4b, CR1 might prevent excessive complement activation. There-
fore, the expression of CR1 on erythrocytes is viewed as a critical
component of the protection of tissue against immune-complex
deposition and subsequent disease. An abnormally low CR1 den-
sity on erythrocytes, regardless of whether it occurs via acquired or
inherited mechanisms, has been considered as a characteristic of
some immune diseases, such as SLE (Cohen et al., 1992). Brouwers
et al. (2012) showed that the common association of AD risk with
CR1 may be explained by the presence of the CR1*2 isoform. In our
study, we show that the CR1*2 isoform was actually expressed on
the surface of erythrocytes of AD patients, but at lower density

compared with the CR1*1 isoform. These data were generated by
studying CR1 density on erythrocytes according to CR1 isoform
using 2 different methods, thus reinforcing the validity of our
technical approach. Although the association between AD and CR1
has now been widely established, the mechanisms underlying this
relation remain to be elucidated. It has been proposed that, in AD
patients, the inflammatory process may be associated with Ab
plaque formation, which may be caused by either an increase in
microfibril deposition or an impairment of Ab plaque cleaning,
resulting in a harmful effect on neighboring cells (Crehan et al.,
2012). The Ab42 peptide of Ab plaques activates the complement
system in the brain of AD patients, in an antibody-independent
manner (Rogers et al., 1992, 2006), resulting in C3b binding on
Ab42 peptide. Because the previous studies showed that clearance
of Ab42 peptide present in the circulation was dependent on CR1, it
has been hypothesized that CR1, through its C3b binding sites, is
involved in the clearance of the C3b-bound Ab42 peptide from the
brain and from the circulatory system (Chibnik et al., 2011; Rogers
et al., 2006; Webster et al., 1997). Consequently, the structural CR1
polymorphism linked to the number of C3b binding sites was ex-
pected to play a potential role in the pathologic AD process. In fact,
the CR1*2 isoform, which contains 1 additional C3b binding site (3
C3b binding sites instead of 2 as present on the CR1*1 isoform), is
associated with AD risk (Brouwers et al., 2012). Conversely, the

Fig. 3. Variation of complement receptor type 1 (CR1)*1/CR1*2 expression on erythrocytes in different subjects. (A) Illustrative gel of CR1*1/CR1*2 expression variation in 4 different
subjects, using Western blot. The number of CR1 antigenic sites on erythrocyte was enumerated for each subject by flow cytometry, using a standard curve to obtain a precise
quantitative value for a given individual. The intensities of each band corresponding to the CR1*1 or the CR1*2 isoform were compared on the basis of adjusted volume (mean
optical density � area in square millimeters) and transformed to an antigenic site number from the global CR1 expression on erythrocytes of a given subject obtained by flow
cytometry. (B) Quantification of the expression levels of CR1*1 and CR1*2 in subjects carrying both CR1*1 and CR1*2 isoforms. The expression level of the CR1*2 isoform is lower
than that of the CR1*1 isoform in all comparisons presented. Asterisk indicates p <0.0001. All values are mean � standard error of the mean.
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CR1*2 isoform is expressed at lower levels than is the CR1*1 isoform
in brain samples (Hazrati et al., 2012). Our findings led us to suggest
an explanation that reconciles apparently conflicting data. There-
fore, even if the long CR1*2 isoform is considered as a more efficient
inhibitor of inflammation via a better interaction with C3b-bound
components because of the additional C3b binding site compared
with the common CR1*1 isoform, the low level of CR1*2 expression
observed in AD patients may reverse this property into an impaired
CR1 function. This impaired CR1 function may result in the
impairment of C3b-bound component clearance, thus leading to
insufficient Ab plaque cleaning, limited control of the inflammation
induced by Ab42 peptide deposits, and increased complement
activation, which are harmful to neighboring cells.

The CR1 LP was studied here at the protein and genetic levels.
Phenotypic CR1 length and CR1 length deduced from the molecular
analysis were concordant in 98.3% of cases. The existence of a silent
CR1 allele related to the CR1 LP (CR1*2 isoform in this study) may be
associated with these discordant results. Further studies should be
performed to address this hypothesis.

The manner in which the CR1 gene, which was identified by
GWAS as a susceptibility gene for AD based on the 2 noncoding
SNPs rs6656401 and rs3818361, is related to the physiopathologic
mechanisms of the disease remains unknown. Recently,
Thambisetty et al. (2013) reported that rs3818361 was associated
with a low brain amyloid burden in AD patients, as assessed using
[11C] Pittsburgh Compound B, emphasizing the potential implica-
tion of CR1 in the brain amyloid pathway. In our study, rs6656401
and rs3818361 were strongly associated with the CR1*2 isoform at
the protein and gene levels in AD patients and control subjects. Our
results are in accordance with those of a recent study that estab-
lished that another SNP, rs4844610, that tags the GWAS-significant
SNPs and the CR1 allele encoding the CR1*2 isoform reflects the
same association signal with AD (Hazrati et al., 2012). Taken
together, these data reach the same conclusion that the CR1 LP is
the probable true phenotype of the susceptibility detected by GWAS
SNP studies.

In conclusion, variations in CR1 function via the CR1 LP/density
polymorphism relationship deserve consideration in relation to the
AD susceptibility mechanisms associated with the CR1 molecule.
Qualitative and quantitative variations of CR1, depending of CR1
allele expression or the presence of silent CR1 alleles, and different
behaviors of the CR1molecule regarding its various functionsmight

lead to an intricately complex picture of CR1 involvement in AD.
The precise manner in which the CR1*2 isoform in the immune
complement cascade contributes to AD pathogenesis warrants
additional functional studies. Finally, the results of this phenotypic
and genetic study of CR1, which have pathophysiological potential,
may open new avenues of research toward new therapies for AD;
these remain unidentified because the causative mechanisms of AD
are unknown.
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SUPPLEMENTARY DATA 

1. Supplementary Methods 

1.1 Anti-CR1 monoclonal antibodies:  

Anti-CR1 monoclonal antibody (moAb) from J3D3 hybridoma cells (Cook et al., 1985) 

was cultured in RPMI 1640 medium (Life Technologies, Cergy-Pontoise, France) 

supplemented with 10% heat-inactivated FCS, glutamine (2 mM), 

penicillin/streptomycin/fungizone (1000 U/mL; 1000 g/mL; 2.5 g/mL; Sigma, St 

Quentin Fallavier, France). The anti-CR1 J3D3 moAb was purified from mouse ascites 

using the octanoic acid contraprecipitation method (Steinbuch and Audran, 1969). J3D3 is 

a member of a group with J8B10, To5, 9H3, 7G9 and YZ-1 whose epitopes are located in 

the three last SCRs (short consensus repeat) of the 3 first LHRs of the CR1 molecule: 

SCRs 5, 6, 7, 12, 13, 14, 19, 20 and 21 (Nickells et al., 1998). Other anti-CR1 moAb 

J3B11, TO5, and E11 were also used in flow cytometry or Western blotting for control 

experiments (Supplemental Table 1). 

Supplemental Table 1. CR1 antigenic sites per erythrocyte measurement of a reference 

subject CR1*1 CR1*2 using different anti-CR1 monoclonal antibodies. 

Anti-CR1 moAbs CR1/E Percentage of reference value  

(966 CR1 antigenic sites/E) 

J3D3biot 

J3D3 

J3B11 

TO5 

E11 

962 

945 

979 

936 

954 

99.6% 

97.8% 

101.3% 

96.9% 

98.8% 

Key: CR1/E, number of complement receptor type 1 per erythrocyte; moAbs, 

monoclonal antibodies. 
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Measurement of CR1 antigenic sites on erythrocyte using different anti-CR1 monoclonal 

antibodies (J3D3biot, J3D3, J3B11, TO5 and E11) gave very concordant values, indicating 

that all anti-CR1 moAbs behave as functionally recognizing a single epitope per CR1 

molecule. Consequently, low CR1 level on erythrocyte of CR1*2 isoform carriers can't be due 

to a technical lower recognition of the CR1 by the anti-CR1 J3D3 moAb used. 
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2. Supplementary Results 

Supplemental Table 3. Demographic and Clinical Characteristics. 

 Subjects  

Variable 
AD patients 

(n = 100) 

Controls 

(n = 35) 
p 

Age (years) 81.5 ± 7.2 77.9 ± 6.3 0.009 

Sex (F) 66 (66.0%) 19 (54.3%) 0.23 

Level of dependence    

IADL 4.81 ± 2.57 7.56 ± 1.37 < .0001 

ADL 5.38 ± 1.0 5.90 ± 0.40 0.0001 

Comorbidities (CI) 1.31 ± 1.26 0.94 ± 1.55 0.17 

Cognition    

MMSE 19.2 ± 5.3 28.4 ± 1.6 < .0001 

Malnutrition 52 (52%) 12 (34.2%) 0.07 

Key: AD, Alzheimer’s disease; n, number of subjects; IADL, Instrumental Activities of Daily 

Living: values range from 0 (completely dependent) to 8 (completely independent) (Lawton 

and Brody, 1969); ADL, Activities of Daily Living: values range from 0 (completely 

dependent) to 6 (completely independent) (Katz et al., 1963); CI, Charlson’s index (Charlson 

et al., 1985); MMSE, Mini Mental State Examination: score ranges from 0 to 30; higher 

scores correspond to better cognitive status (Folstein et al., 1975); Malnutrition, was assessed 

using the Mini Nutritional Assessment Short Form (MNA-SF), and defined as an MNA-SF 

score <12 (Rubenstein et al., 2001). 
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Supplemental table 4. CR1*1 and CR1*2 isoform proportion (%) according to the mean 

measurement of the band intensities observed using western blotting in subjects expressing 

both the CR1*1 and CR1*2 isoforms: AD patients and/or controls. 

Phenotype Length Polymorphism 

Subjects 
CR1*1  CR1*2 

p Band intensity* 
(%) 

Number of 
CR1/E  Band intensity 

(%) 
Number of 

CR1/E 
AD patients 
and controls 

(n=33) 

65.04 ± 18.10% 
 

376 ± 180 
  34.96  ± 18.10% 

 
192 ± 106 

 
<10-4 

 

AD patients 
(n=27)  

63.93 ± 19.35% 
 

342 ± 177 
  36.07 ± 19.35% 

 
183 ± 103 

 
<10-4 

 

Controls  
(n=6) 

70.03 ± 10.61% 
 

533 ± 98 
  29.98 ± 10.61% 

 
234 ±120 

 
<10-4 

 
Key: AD, Alzheimer’s disease; CR1/E, number of complement receptor type 1 per 

erythrocyte deduced from band intensity; n, number of subjects. 

p, Student’s t test probability for comparison of the mean measurement of band intensities. 

* The intensities of each bands corresponding to the CR1*1 or the CR1*2 isoform were 

compared on the basis of adjusted volume (mean optical density x area in square millimeters), 

and transformed to an antigenic site number from the global CR1 expression on erythrocytes 

of a given subject obtained by flow cytometry. 

In AD patients, the global CR1 expression was 63.93% ± 19.35% for the CR1*1 isoform and 

36.07% ± 19.35% for the CR1*2 isoform. The number of CR1*2 isoform per erythrocyte 

deduced from band intensity (183 ± 103) was significantly lower than the number of CR1*1 

isoform per erythrocyte deduced from band intensity (342 ± 177) (Student t test, p < 10–4). 
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Supplemental Figure 1. Comparative detection of the CR1*1 CR1*2 phenotype by western 

blot using anti-CR1 J3D3, E11 and TO5 monoclonal antibodies, showing that the relative 

intensity of the CR1*1 (lower) and CR1*2 (upper) bands were the same for each of the anti-

CR1 monoclonal antibodies used. 
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La présente invention concerne le domaine de la 

détermination du polymorphisme de longueur d’un gène, en 

l’occurrence le gène CR1.  

Il a en effet été démontré que les polymorphismes de 

longueur du gène CR1 sont impliqués dans la susceptibilité d’un 5 

individu à développer différentes maladies graves, et notamment 

la maladie d’Alzheimer, le lupus érythémateux disséminé, ou 

encore le paludisme.  

Ce gène CR1 code pour une glycoprotéine transmembranaire 

CR1 (également appelée protéine CD35) de haut poids moléculaire, 10 

environ 200 kDa (kilodaltons).  

Cette glycoprotéine CR1 (CD35) est présente à la surface de 

nombreux types cellulaires, notamment les érythrocytes, les 

lymphocytes B, certains types de cellules T, les monocytes, les 

neutrophiles, les éosinophiles, les cellules dendritiques 15 

folliculaires, les astrocytes fœtaux ou encore les podocytes 

glomérulaires.  

La glycoprotéine CR1 intervient dans la régulation de la 

réponse immunitaire déclenchée au cours de maladies infectieuses 

et autoimmunes.  20 

En particulier, CR1 constitue un récepteur à certains 

composants du complément, comme C3b, C4b, C3bi (C3b inactif), 

C1q et MBL (mannan-binding lectin). CR1 sera appelé, dans la 

suite de la description, protéine CR1 ou récepteur CR1. 

L’une des principales fonctions de la protéine CR1 est de 25 

réguler l’activation du complément en empêchant la formation des 

convertases des voies classiques et alternes, lesdites 

convertases consistant en des protéases qui sont responsables de 

l’activation du système du complément. En d’autres termes, le 

CR1 est un inhibiteur de la voie classique et de la voie alterne 30 

du complément.  

CR1 agit également comme cofacteur du facteur I, ce dernier 

intervenant dans l’inflammation, en modulant le clivage de C3b 

en C3b et C3bi, C3c en C3dg et de C4b en C4c puis en C4d.  
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La protéine CR1 permet en outre la clairance, c’est-à-dire 

l’élimination, des complexes immuns couverts de C3b et de C4b 

dans le foie et dans la rate. 

D’un point de vue structural, la protéine CR1 présente 

quatre formes différentes, ou allotypes, présentant chacune un 5 

poids moléculaire différent. En d’autres termes, la protéine CR1 

montre un polymorphisme allotypique de longueur.  

Les quatre formes différentes de CR1 présentent 

respectivement un poids moléculaire de 160, 190, 220 et 250 kDa.  

En termes de nomenclature, la forme de CR1 présentant un 10 

poids moléculaire de 190 kDA est appelée CR1*1, de même que le 

gène codant pour cette forme.  

Les formes de poids moléculaire 220 kDA, 160 kDA et 250 kDa 

sont respectivement notées CR1*2, CR1*3 et CR1*4.  

Cette nomenclature a été récemment établie afin d’éviter 15 

les erreurs fréquentes, dues à l’ancienne nomenclature, dans les 

équipes de recherche non spécialisées dans l’étude de la 

protéine CR1*1.  

Dans l’ancienne nomenclature, les deux formes les plus 

communes de CR1 ont d'abord été nommées F (Fast) et S (Slow) 20 

(190 kDa et 220 kDa respectivement) d’après la rapidité de leur 

migration électrophorètique. L'allotype de 160 kDa découvert 

ensuite a pris le nom de F'. Lors de l'isolement d'un quatrième 

allotype la nomenclature a changé, pour devenir A, B, C et D 

(190 kDa, 220 kDa, 160 kDa et 250 kDa respectivement). L'ordre 25 

de ces différentes lettres était en accord avec la fréquence de 

chacun des allotypes. Toutefois, de nombreuses personnes 

utilisaient les lettres A, B, C et D pour désigner les molécules 

en fonction de leur taille (A étant la plus grande et D la plus 

petite), et il a été décidé de modifier la nomenclature pour 30 

utiliser à présent CR1*1, CR1*2, CR1*3 et CR1*4.  

Les différentes formes de la protéine CR1 sont représentées 

sur la figure 1 annexée (d’après Wong W. W., 1989). 

 La forme la plus fréquente de CR1 est la forme CR1*1, avec 

une fréquence allélique de l’ordre de 83%, mais pouvant varier 35 
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en fonction de l’origine géographique des populations. L’allèle 

CR1*1 reste majoritaire.  

La forme CR1*2 est retrouvée dans les populations avec une 

fréquence de l’ordre de 16%.  

Pour ce qui est des formes CR1*3 et CR1*4, celles-ci sont 5 

très marginales et représentent une fréquence de l’ordre de 1% 

chacune, cette fréquence variant toujours selon l’origine des 

personnes. 

La forme la plus fréquente de CR1, CR1*1, comporte 30 

structures répétitives, les SCR pour Short Consensus Repeat, 10 

encore appelées CCP (Complement Control Protein). De telles 

structures ont été mises en évidence à partir de l’ADNc 

(complémentaire) codant pour CR1*1.  

Sur la figure 1 annexée, chaque SCR de CR1*1 est 

représentée par une petite sphère de couleur grise plus ou moins 15 

foncée. Les structures homologues sont coloriées de manière 

identique  

Les structures SCR sont regroupées en une structure, ou 

domaine de taille supérieure, nommée LHR pour Long Homologous 

Repeat. Chaque LHR comprend 7 SCR, comme illustré sur la  20 

figure 1.  

La forme CR1*1 de la protéine comporte 4 LHR, qui sont 

appelés LHR-A, LHR-B, LHR-C et LHR-D, depuis la région N-

terminale vers la région C-terminale de ladite protéine, et du 

milieu extracellulaire vers la membrane cytoplasmique.  25 

En ce qui concerne la forme CR1*2 de CR1, celle-ci comprend 

5 LHR comme suit, depuis le milieu externe vers la membrane 

cellulaire : LHR-A, LHR-B, LHR-B, LHR-C et LHR-D. 

Pour ce qui est de CR1*3, celle-ci comporte 3 LHR : LHR-A, 

LHR-C et LHR-D. 30 

Enfin, la forme la plus rare CR1*4 est composée de 6 LHR 

avec LHR-A, suivi par 3 LHR-B, LHR-C et LHR-D.    

Ainsi, les différents allotypes de la protéine CR1 

diffèrent par le nombre et le type de LHR qui les composent.  

Chaque individu peut porter, à la surface de ses cellules, 35 

un ou plusieurs allotypes, comme illustré sur la figure 2 
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annexée. Ainsi, sur les résultats d’une analyse par Western Blot 

de cinq sujets, visibles sur cette figure, on remarque cinq 

profils allotypiques différents.  

Plus particulièrement, le sujet 1 exprime à la fois CR1*1 

(190 kDa) et CR1*3 (160 kDa), le sujet 2 exprime uniquement 5 

CR1*1 (190 kDa), le sujet 3 exprime uniquement CR1*2 (220 kDa), 

le sujet 4 exprime à la fois CR1*1 (190 kDa) et CR1*2 (220 kDa) 

et le sujet 5 exprime à la fois CR1*2 (220 kDa) et CR1*4 (250 

kDa). 

Ainsi, la technique d’analyse par western blot est la 10 

technique originelle qui permet de diagnostiquer le 

polymorphisme de longueur de CR1 de chaque individu, en 

permettant de mettre en évidence la présence d’allotypes 

différents à la surface de leurs cellules.  

Toutefois, cette technique d’analyse présente un certain 15 

nombre d’inconvénients.  

En particulier, l’analyse protéique par western blot ne 

peut être effectuée qu’après extraction des membranes 

cellulaires. De ce fait, elle est lourde à réaliser, et coûteuse 

en temps. En effet, une telle manipulation nécessite environ 20 

deux jours de travail.  

En outre, la technique suppose d’obtenir du matériel vivant 

et en bon état en début de procédure pour espérer avoir des 

résultats exploitables. 

 Or, le déterminisme du polymorphisme de longueur de CR1 25 

permet de détecter la susceptibilité de certains individus à 

développer des maladies graves, comme la maladie d’Alzheimer ou 

le lupus érythémateux disséminé.  

En outre, la détermination du polymorphisme de longueur de 

CR1 permettrait également de détecter la susceptibilité d’un 30 

individu à développer certaines formes de paludisme.  

En effet, il a été mis en évidence, notamment, que les 

individus exprimant, à la surface de leurs cellules, la forme 

CR1*2 du récepteur, également dénommée forme longue de CR1, 

étaient plus susceptibles d’être atteints par les maladies 35 

susmentionnées.  
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Cela est dû au fait que le polymorphisme de longueur du 

récepteur CR1 entraîne notamment une variation dans le nombre de 

sites de liaison dudit récepteur à ses ligands, en particulier 

le C3b et le C4b. 

En conséquence, il est primordial de proposer une méthode 5 

de détermination du polymorphisme de longueur du CR1 qui soit à 

la fois simple, rapide, et fiable. Une telle méthode permettrait 

de connaître rapidement la susceptibilité de nombreux individus 

à des pathologies graves et lourdes, et de proposer de manière 

précoce un traitement adapté aux individus susceptibles de les 10 

développer.  

Or, il a été expliqué ci-dessus que la technique 

traditionnelle de détermination du polymorphisme par analyse 

protéique ne permet pas un diagnostic rapide et à grande 

échelle.  15 

En outre, les techniques d’amplification ou d’hybridation 

segmentaire par biologie moléculaire n’ont jamais permis 

d’obtenir des résultats satisfaisants permettant le typage de 

tous, ou quasiment tous, les individus. Cela s’explique 

notamment par le fait que les segments du gène CR1 présentent un 20 

caractère extrêmement répétitif.  

Il convient donc de proposer, pour remédier aux 

inconvénients des techniques existantes, une méthode fiable, 

simple et applicable rapidement à un grand nombre d’individus 

permettant de déterminer le polymorphisme du CR1, afin de savoir 25 

avec précision et rapidement si un individu donné est 

susceptible de développer certaines pathologies.  

Il a alors été mis au point, selon une démarche inventive, 

une méthode de biologie moléculaire exploitant la distribution 

quantitative du LHR B au sein du récepteur CR1.  30 

En effet, les différents allotypes de CR1 présentent chacun 

un domaine LHR A, un domaine LHR C et un domaine LHR D, comme 

cela est d’ailleurs visible sur la figure 1 jointe.  

Toutefois, l’allotype CR1*3 ne comporte pas de LHR B tandis 

que les allotypes CR1*1, CR1*2 et CR1*4 comportent 35 

respectivement 1, 2 et 3 domaines LHR B.  
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A cet effet, la présente invention concerne une méthode de 

détermination du polymorphisme du récepteur CR1, celui-ci 

comprenant un domaine LHR (Long Homologous Repeat) A, un domaine 

LHR C et un domaine LHR D, ledit récepteur CR1 comportant en 

outre n domaine LHR B, avec n correspondant à un nombre entier 5 

compris entre 0 et 3, ladite méthode comprenant les étapes 

suivantes :  

- on extrait du matériel génétique à partir d’un 

échantillon biologique prélevé sur un individu ; 

- à partir dudit matériel génétique, on amplifie, grâce à 10 

un seul couple d’amorces spécifiques, un premier segment 

du domaine LHR B, représentant un variant 

caractéristique du LHR B, nommé segment variant B, et un 

deuxième segment appartenant à au moins un domaine, 

ledit domaine étant choisi parmi les domaines LHR A, LHR 15 

C et LHR D, ledit deuxième segment étant nommé segment 

non variant, ledit segment variant B et ledit segment 

non variant présentant, en dehors des zones 

d’hybridation desdites amorces, au moins trois 

différences de nucléotides ; 20 

-  on déduit, en utilisant un outil quantitatif, le nombre 

d’amplicons de segment variant B et le nombre 

d’amplicons de segment non variant, le ratio variant 

B/non variant étant différent en fonction du 

polymorphisme de longueur du récepteur CR1. 25 

De manière avantageuse, le deuxième segment, ou segment non 

variant, est un segment du domaine LHR C. 

Selon un exemple intéressant, ledit segment variant B et 

ledit segment non variant présentent, en dehors des zones 

d’hybridation desdites amorces, au moins trois et au plus vingt 30 

différences de nucléotides, de préférence au moins trois et au 

plus quinze, et encore plus préférentiellement au moins trois et 

au plus dix différences de nucléotides.   

Dans un mode de réalisation préférentiel, ledit segment 

variant B et ledit segment non variant présentent, en dehors des 35 
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zones d’hybridation desdites amorces, cinq différences de 

nucléotides.  

Avantageusement, on amplifie le segment variant B et le 

segment non variant avec un couple d’amorces comprenant une 

amorce sens de SEQ ID NO:1 et une amorce antisens SEQ ID NO:2. 5 

 L’amorce sens de SEQ ID NO:1 est également identifiée par 

la référence CN3 et sa séquence est la suivante :  

5’ GGCCTTAGACTTCTCCTGC 3’ (SEQ ID NO:1) 

L’amorce antisens de SEQ ID NO:2 est également identifiée 

par la référence CN3re et sa séquence est la suivante : 10 

5’ GTTGACAAATTGGCGGCTTCG 3’ (SEQ ID NO:2) 

De préférence, l’outil quantitatif permettant de déduire le 

ratio variant B/non variant est la technique par analyse des 

courbes de fusion à haute résolution, ou HRM (High Resolution 

Melting), des amplicons obtenus lors de l’étape d’amplification. 15 

La méthode de détermination du polymorphisme du récepteur 

CR1 selon l’invention peut avantageusement être utilisée pour 

diagnostiquer la présence de l’allotype CR1*2 du récepteur CR1 à 

la surface des cellules chez un individu.  

La présente invention est également relative à 20 

l’utilisation de la méthode de détermination du polymorphisme du 

récepteur CR1 pour diagnostiquer la susceptibilité d’un individu 

à développer un lupus érythémateux disséminé, la maladie 

d’Alzheimer ou le paludisme.  

La présente invention comporte de nombreux avantages. D’une 25 

part, le polymorphisme de longueur du CR1 est déterminé très 

rapidement. En effet, les résultats sont obtenus en 2h environ, 

une fois que l’extraction du matériel génétique a été effectuée. 

Au contraire, la technique biochimique traditionnelle, 

reposant sur une analyse protéique par western blot, nécessite 30 

des étapes qui sont relativement longues : une électrophorèse 

d’extraits membranaires cellulaires à travers un gel 

d’acrylamide, une étape de transfert des protéines sur une 

membrane de nitrocellulose ou de polyvinylidène fluoride (PVDF) 

et une étape d’identification des allotypes du récepteur CR1 par 35 

immunochimioluminescence.  
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En outre, la méthode de détermination du polymorphisme de 

longueur de CR1 est très efficace et elle a notamment été 

validée par la comparaison avec les résultats d’une analyse 

protéique classique, par la technique du western blot, sur 140 

sujets chez lesquels étaient représentés l’ensemble des 5 

génotypes connus du polymorphisme de longueur de CR1. La méthode 

selon l’invention a montré des résultats identiques à ceux 

obtenus par l’analyse traditionnelle par western blot, et peut 

de ce fait être considérée comme étant très fiable. En outre, 

les tests statistiques effectués ont montré que les résultats 10 

étaient significatifs (t<10-4).  

La méthode selon l’invention présente également l’avantage 

non négligeable de ne pas être trop onéreuse, ce qui est 

particulièrement important pour une méthode que l’on souhaite 

appliquer à un grand nombre d’individus afin de déterminer leur 15 

susceptibilité à développer certaines pathologies.   

D’autres caractéristiques et avantages de l’invention 

ressortiront de la description détaillée qui va suivre des modes 

de réalisation non limitatifs de l’invention, en référence aux 

figures annexées dans lesquelles : 20 

- la figure 1 représente une illustration schématique des 

quatre allotypes identifiés de CR1. Ces quatre allotypes 

sont appelés CR1*1, CR1*2, CR1*3 et CR1*4, les 

structures homologues étant grisées de façon identique. 

Ces quatre formes de CR1 présentent un polymorphisme 25 

allotypique de taille ;  

- la figure 2 est une photographie d’un gel de western 

blot mettant en évidence les différents allotypes de CR1 

présents à la surface des cellules de cinq sujets ; dans 

l’exemple ayant donné lieu à ces résultats, le sujet 1 30 

exprime à la fois CR1*1 (190 kDa) et CR1*3 (160 kDa), le 

sujet 2 exprime uniquement CR1*1 (190 kDa), le sujet 3 

exprime uniquement CR1*2 (220 kDa), le sujet 4 exprime à 

la fois CR1*1 (190 kDa) et CR1*2 (220 kDa) et le sujet 5 

exprime à la fois CR1*2 (220 kDa) et CR1*4 (250 kDa) ; 35 
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- la figure 3 représente un alignement des séquences d’ADN 

génomique correspondant, d’une part, au segment variant, 

nommé segment variant B, et, d’autre part, au segment 

non variant du domaine LHR C, le segment variant B étant 

un segment génomique homologue au segment non variant du 5 

LHR C. Les différences de nucléotides entre les deux 

segments susmentionnés, au nombre de 5, sont mises en 

évidence au moyen de rectangles de couleur gris foncé 

sous les séquences desdits segments. Les zones encadrées 

sur la figure correspondent aux zones d’hybridation des 10 

amorces sens et antisens, nommées respectivement CN3 et 

CN3re, qui permettent l’amplification des séquences 

d’ADN génomique reprises sur cette figure, par exemple 

par réaction de PCR.  

- Les figures 4A et 4B illustrent les courbes qui sont 15 

obtenues lors de l’analyse par PCR-HRM du polymorphisme 

de longueur du récepteur CR1. L’analyse à l’aide du 

logiciel « LightCycler 480 software » (LC480; Roche) des 

courbes de fusion à haute résolution des amplicons 

obtenus par PCR à partir d’ADN génomique de sujets 20 

présentant des allotypes de CR1 différents, montre des 

profils de courbes différents qui permettent de 

discriminer les sujets en fonction de leur profil 

d’expression allotypique de CR1. La figure 4A illustre 

un premier mode de représentation, appelé «Normalized 25 

and Shifted Melting Curves» (« Courbes de fusion 

normalisées et décalées »), et la figure 4B représente 

un second mode de représentation appelé «Normalized and 

Temp-Shifted Difference Plot» (« Graphique différentiel 

des courbes normalisées et regroupées à une 30 

température »). Les profils de courbes sont repartis 

selon les groupes qui ont été notés F’F, F, FS, S et T, 

selon l’ancienne nomenclature des différents allotypes 

du récepteur CR1. 

La figure 4C illustre la concordance entre les groupes 35 

de profils de courbe de fusion (F’F, F, FS, S et T) 



10 
 

obtenus pour cinq individus par la méthode selon 

l’invention, utilisant la PCR-HRM comme outil 

quantitatif, et les résultats des allotypes CR1 

observés, chez les mêmes individus, par western blot 

lors d’une analyse protéique du polymorphisme de 5 

longueur de CR1. L’association entre le phénotypage des 

allotypes du polymorphisme de longueur de CR1 par 

western blot et le génotypage des allèles du 

polymorphisme de longueur de CR1 par PCR-HRM est 

hautement concordante et statistiquement significative 10 

(<10-4). Ainsi, le groupe F’F correspond au phénotype : 

CR1*1 (190 kDa) CR1*3 (160kDa), F correspond au 

phénotype : CR1*1 (190kDa), FS correspond au phénotype : 

CR1*1 (190kDa) CR1*2 (220kDa), S correspond au phénotype 

: CR1*2 (220kDa) et T correspond au phénotype : CR1*2 15 

(220kDa) CR1*4 (250kDa). 

La présente invention est relative à une méthode de 

détermination du polymorphisme de longueur du récepteur CR1.  

En effet, comme représenté sur la figure 1 jointe, le 

récepteur CR1 présente quatre formes, ou allotypes, chacun de 20 

ces allotypes présentant une longueur différente, la différence 

entre les allotypes du récepteur CR1 se situant au niveau du 

polypeptide.  

Plus particulièrement, il a déjà été évoqué plus haut que 

les quatre allotypes de CR1 différaient par le nombre de 25 

structures LHR, ou domaines LHR, qui les composent.  

Ainsi, les quatre allotypes du récepteur CR1 ont en commun 

de posséder, chacun, un domaine LHR A, un domaine LHR C, et un 

domaine LHR D.  

Chacun des allotypes de CR1 comporte, en outre, un nombre n 30 

de domaine(s) LHR B, n étant un entier compris entre 0 et 3.  

En effet, il est visible, sur la figure 1, que l’allotype 

CR1*1, qui correspond à la forme la plus fréquente de CR1, 

comporte un domaine LHR B. En d’autres termes, pour l’allotype 

CR1*1, n est égal à 1. 35 
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L’allotype CR1*2 du récepteur CR1, qui a été déterminé 

comme étant l’allotype présent chez les individus susceptibles 

de développer une pathologie du type lupus érythémateux 

disséminé, maladie d’Alzheimer ou paludisme, comporte deux 

domaines LHR B. Ainsi, pour CR1*2, n est égal à 2. 5 

En ce qui concerne à présent les allotypes CR1*3 et 4, qui 

sont les allotypes les plus rares du récepteur CR1, ceux-ci 

comportent respectivement zéro et trois domaine(s) LHR B. Ainsi, 

pour l’allotype CR1*3, n est égal à 0, tandis que pour le CR1*4, 

n est égal à 3.  10 

Ainsi, de manière particulièrement originale, la méthode de 

détermination du polymorphisme de longueur du récepteur CR1 

selon l’invention exploite, d’une part, cette différence du 

nombre de domaines LHR B entre les différents allotypes, et, 

d’autre part, le fait que les différents domaines LHR présentent 15 

certains points communs, ou homologies.  

De ce fait, ladite méthode comprend d’abord une première 

étape, dans laquelle on extrait du matériel génétique à partir 

d’un échantillon biologique prélevé sur un individu.  

Le matériel génétique qui est extrait de l’individu chez 20 

lequel on souhaite déterminer le polymorphisme de longueur du 

récepteur CR1 consiste, de préférence, soit en de l’ADN (acide 

désoxyribonucléique), notamment de l’ADN génomique, soit en de 

l’ARNm (acide ribonucléique messager).  

Dans le cas où le matériel génétique est constitué par de 25 

l’ARNm, celui-ci est rétrotranscrit en de l’ADN préalablement à 

l’étape d’amplification. 

Avantageusement, on extrait le matériel génétique d’un 

échantillon biologique consistant en du sang, de la lymphe, de 

l’urine, de la salive, un prélèvement par biopsie, des tissus, 30 

ou tout autre liquide biologique ou prélèvement biologique 

contenant des cellules et étant adéquat pour permettre une 

extraction de matériel génétique.  

Ainsi, l’échantillon biologique peut également être de tout 

autre type, par exemple des vestiges archéologiques.  35 
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L’étape d’extraction de matériel génétique peut être 

effectuée par les techniques classiquement utilisée par l’homme 

du métier et adaptées à cet effet.  

En particulier, l’extraction de matériel génétique peut 

être effectuée au moyen de kits commerciaux adaptés spécialement 5 

à cet effet.  

Dans une deuxième étape de la méthode selon l’invention, on 

amplifie ledit matériel génétique extrait par l’intermédiaire 

d’un seul couple d’amorces.  

Concernant l’amplification dudit matériel génétique, celle-10 

ci est avantageusement réalisée par la technique classique de 

réaction de polymérisation en chaine, abrégée PCR.  

Pour en revenir audit couple d’amorces unique, celui-ci 

permet, à partir dudit matériel génétique, à la fois une 

amplification d’un premier segment du domaine LHR B et une 15 

amplification d’un deuxième segment appartenant à au moins un 

autre des domaines du récepteur CR1.  

En d’autres termes, ledit couple d’amorces permet également 

d’amplifier un segment du domaine LHR A, ou un segment du 

domaine LHR C, ou un segment du domaine LHR D.  20 

Il est également envisageable, dans un mode de réalisation 

particulier, que le couple d’amorces unique mis en œuvre dans la 

méthode selon l’invention permette l’amplification d’un segment 

qui est retrouvé dans plusieurs domaines LHR A, LHR C, ou LHR D.  

Le segment du domaine LHR B qui est amplifié dans la 25 

méthode selon l’invention, avec ledit couple d’amorces, 

représente un variant caractéristique du LHR B, et est nommé 

« segment variant B ». 

Le deuxième segment amplifié, appartenant à au moins un des 

autres domaines LHR du récepteur CR1, est appelé « segment non 30 

variant ».  

Les deux segments, variant B et non variant, sont amplifiés 

par les mêmes amorces, et présentent en dehors des zones des 

segments où les amorces s’apparient avec l’ADN pour initier 

l’amplification, avantageusement au moins trois différences de 35 

nucléotides.  
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Plus préférentiellement encore, ledit segment variant B et 

ledit segment non variant présentent, en dehors des zones 

d’hybridation desdites amorces, au moins trois et au plus vingt 

différences de nucléotides, de préférence au moins trois et au 

plus quinze, et encore plus préférentiellement au moins trois et 5 

au plus dix différences de nucléotides.   

Une telle caractéristique permet, dans une étape 

ultérieure, de déterminer, par l’utilisation d’un outil 

quantitatif adapté à cet effet :  

- le nombre d’amplicons de segment variant B 10 

- le nombre d’amplicons de segment non variant.  

Le ratio entre le nombre d’amplicons de segment variant B 

et de segment non variant est déterminé (ratio variant B/non 

variant), et celui-ci est différent en fonction du polymorphisme 

de longueur du récepteur CR1.  15 

En effet, le nombre d’amplicons de segment non variant ne 

change pas d’un individu à un autre. D’un autre côté, le nombre 

d’amplicon de segment variant B est modifié en fonction du ou 

des allotypes de CR1 exprimé(s) à la surface des cellules de 

l’individu dont est extrait le matériel de départ. Cela est dû 20 

au fait que le nombre de domaine(s) LHR B varie entre 0 et 3 en 

fonction que l’individu exprime le CR1*1, le CR1*2, le CR1*3, ou 

le CR1*4.  

La méthode selon l’invention est donc, selon une démarche 

inventive, basée sur le fait que les deux types de segments 25 

amplifiés présentent des homologies de séquences, permettant 

l’appariement d’un seul couple d’amorces, tout en présentant un 

certain nombre de différences, pour que l’outil quantitatif 

permettent de discriminer les amplicons de segment variant B et 

les amplicons de segment non variant.  30 

Dans un exemple tout particulièrement intéressant de la 

méthode de détermination du polymorphisme de longueur de CR1, le 

deuxième segment amplifié par le couple d’amorces, autrement dit 

le segment non variant, est un segment appartenant au domaine 

LHR C.  35 
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Dans un mode de réalisation préférentiel, le segment 

variant B et le segment non variant, qui appartient de 

préférence au domaine LHR C, présentent, en dehors des zones 

d’hybridation du couple d’amorces spécifiques, cinq différences 

de nucléotides.  5 

Cela permet, de manière avantageuse, d’une part, que les 

amorces s’apparient aux deux segments génomiques, c’est-à-dire 

le segment variant B et le segment non variant, par exemple du 

LHR C. D’autre part, les cinq différences de nucléotides 

facilitent la détermination, au moyen de l’outil quantitatif 10 

choisi, du nombre d’amplicons de segment variant B et de segment 

non variant, par exemple du LHR C.  

  Tout préférentiellement, pour l’amplification des 

segments variant B et non variant du LHR C, on utilise une 

amorce sens et une amorce antisens de séquences respectives SEQ 15 

ID NO:1 et SEQ ID NO:2 sur le listage de séquences.  

Ces amorces sens et antisens, également référencées CN3 

et CN3re respectivement, présentent plus particulièrement les 

séquences suivantes : 

- SEQ ID NO:1 : 5’ GGCCTTAGACTTCTCCTGC 3’ 20 

- SEQ ID NO:2 : 5’ GTTGACAAATTGGCGGCTTCG 3’ 

Le principe de ce mode réalisation particulier de la 

méthode de détection du polymorphisme de longueur décrit ici est 

de tirer parti de l’existence de cinq changements de nucléotides 

dans un segment génomique du LHR B, représentant un variant 25 

caractéristique du LHR B (segment variant B), ce dernier étant 

un segment génomique homologue du LHR C (segment non variant).  

Le segment variant B et le segment génomique du LHR C sont 

repris et  alignés sur la figure 3 qui est annexée. Les cinq 

changements de nucléotides entre ces deux segments sont mis en 30 

évidence sur cette figure. En outre, les zones d’hybridation des 

amorces CN3 et CN3re sont représentées par un encadré.  

Si on amplifie les segments génomiques dans les domaines 

LHR B et LHR C selon les polymorphismes de longueur, le nombre 

de copies des segments variants B et non variants sera différent 35 
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et le ratio segment variant B/segment non variant sera fonction 

du polymorphisme de longueur de CR1. 

On entend par séquence homologues deux séquences qui ont un 

ancêtre commun ; l’homologie entre deux séquences se mesure par 

leur similarité, qui correspond au pourcentage d’identité ou de 5 

substitution entre lesdites deux séquences. Une similarité 

importante entre deux séquences est signe d’homologie.     

Selon un mode de réalisation particulier, l’outil 

quantitatif avec lequel on déduit le ratio entre segment variant 

B et segment non variant est la technique par analyse des 10 

courbes de fusion à haute résolution, ou technique HRM (High 

Resolution Melting), appliquée aux amplicons obtenus lors de 

l’étape d’amplification.  

En effet, deux individus différents, présentant chacun un 

polymorphisme de longueur du récepteur CR1 différent, ont, par 15 

définition, un ratio segment variant B/segment non variant 

différent. Par conséquent, ces deux individus vont présenter 

chacun un profil spécifique de courbe de fusion à haute 

résolution, en fonction du polymorphisme de longueur du 

récepteur CR1, et donc du ratio segment variant B/segment non 20 

variant.  

Toutefois, tout autre outil quantitatif adapté peut être 

utilisé, comme les méthodes de PCR quantitative ou d’hybridation 

en temps réel. 

Pour en revenir à la technique HRM, celle-ci permet 25 

notamment, de manière particulièrement fiable, de détecter un 

polymorphisme génétique, dans des échantillons d’ADN double 

brin. Avantageusement, au moyen de cette technique, il est 

possible de distinguer deux amplicons présentant une différence 

d’au moins un nucléotide.  30 

Les amplicons obtenus lors de l’étape d’amplification sont 

dans un premier temps chauffés, de manière très progressive, par 

pas de température les plus fins possibles, afin d’obtenir des 

résultats les plus précis possibles.  

Généralement, les amplicons sont chauffés progressivement 35 

entre une température de 50°C et une température de 95°C.  



16 
 

A une certaine température, les deux brins de la molécule 

d’ADN se séparent. Ce phénomène est appelée fusion de l’ADN.  

Dans la technique HRM de fusion à haute résolution, le but 

est d’observer cette fusion en temps réel, grâce à l’utilisation 

d’agents intercalants. Ces agents sont fluorescents lorsqu’ils 5 

sont  fixés à la molécule d’ADN double brin.  

En l’absence d’ADN double brin, ces agents intercalants ne 

peuvent donc pas se fixer, et le niveau de fluorescence est très 

faible.  

Lorsque l’on débute l’analyse par la technique HRM, les 10 

amplicons sont sous forme double brin. Un grand nombre de 

molécules d’agent intercalant peut alors se fixer à l’ADN, et 

l’intensité de la fluorescence est très importante.  

Lorsque, au cours de l’analyse, la température est 

progressivement augmentée, les deux brins d’ADN des amplicons se 15 

séparent, et la fluorescence diminue.  

On obtient alors une courbe de fusion de l’ADN, qui 

représente l’intensité de la fluorescence émise par les 

molécules d’agent intercalant, en fonction de la température à 

laquelle sont soumis les amplicons.  20 

Les courbes de fusion, obtenues lors de la mise en œuvre de 

la méthode de caractérisation du polymorphisme de longueur du 

récepteur CR1, sont représentées sur la figure 4A ci-jointe.  

Les changements dans la molécule d’ADN se traduisent par 

une variation dans la cinétique de fusion de l’ADN, cette 25 

variation pouvant être détectée du fait de la haute résolution 

utilisée.  

Ainsi, sur la figure 4A, des profils de courbes différents 

sont observés, et ils correspondent à des individus présentant 

des allotypes différents du récepteur CR1 (F’F, F, FS, S et T). 30 

La figure 4B montre un second mode de représentation des 

courbes, et l’on remarque également les différences entre les 

individus présentant des formes différentes du récepteur CR1.  

Différentes études scientifiques ont démontré que les 

personnes qui expriment, à la surface de leurs cellules, la 35 

forme CR1*2 du récepteur CR1, sont plus susceptibles de 
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développer certaines pathologies, notamment la maladie 

d’Alzheimer, le lupus érythémateux disséminé, ou encore le 

paludisme.  

La maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative 

incurable, qui touche le tissu cérébral, et entraîne la perte 5 

progressive et irréversible des fonctions mentales.  

Pour ce qui est du lupus érythémateux disséminé, cette 

pathologie est d’origine autoimmune, et touche le tissu 

conjonctif.  

Enfin, concernant le paludisme, il s’agit d’une maladie 10 

infectieuse causée par un parasite, appartenant au genre 

Plasmodium. Le paludisme est propagé par l’intermédiaire d’un 

moustique anophèle.  

De récents résultats d’études scientifiques ont démontré 

que le parasite responsable du paludisme, Plasmodium falciparum, 15 

était capable de se fixer sur les SCR n°1, 2 et 3 du récepteur 

CR1. Or, ces SCR présentent une très forte homologie avec les 

SCR 8, 9 et 10 du domaine LHR B du récepteur CR1. Il en résulte 

qu’il est probable que l’allotype CR1*2 du récepteur CR1 soit un 

facteur de risque pour le développement du paludisme.  20 

En conséquence, la méthode de caractérisation du 

polymorphisme de longueur du récepteur CR1 permet de mettre en 

évidence les individus porteurs de la forme CR1*2. Ces derniers 

ont plus de risques de développer l’une ou l’autre de ces 

maladies.  25 

Un diagnostic précoce et rapide de cette susceptibilité à 

la maladie d’Alzheimer, au lupus érythémateux disséminé, ou 

encore au paludisme permet de proposer aux personnes concernées 

un traitement adapté dans les meilleurs délais.    

La méthode selon l’invention est donc particulièrement 30 

avantageuse, et elle peut être mise en œuvre aisément sur un 

grand nombre d’individus, afin d’obtenir des résultats 

rapidement. 

L’exemple 1 ci-dessous est destiné à illustrer un mode de 

réalisation particulièrement préférentiel de la méthode de 35 

détermination du polymorphisme de CR1 selon l’invention. Cet 
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exemple ne doit toutefois pas être considéré comme étant 

limitatif de l’invention.    

Exemple 1 : Caractérisation du polymorphisme de longueur 

du récepteur CR1 par amplification du segment variant de LHR B 

et du segment non variant de LHR C et analyse HRM 5 

Les amorces CN3 et CN3re, de SEQ ID NO:1 et SEQ ID NO:2 

respectivement ont été synthétisées par la société Eurogentec 

(Seraing, Belgique). 

Ces amorces permettent d’amplifier les segments 

génomiques représentés sur la figure 3, correspondant au segment 10 

variant B et au segment non variant du domaine LHR C.  

Pour amplifier ces segments, la réaction d’amplification 

a été effectuée sur du matériel génétique extrait de cinq 

individu, par PCR, dans un volume total de 20 μL, utilisant :  

- 10 μL de « LightCycler 480 High Resolution Melting 15 

Master Mix 2X concentré » (Roche, Meylan, France) ;  

- 2 μL de MgCl2 (25 mM),  

- 1 μL d’amorce CN3 de SEQ ID NO:1 concentrée à 300 

nmol/L,  

- 1 μL d’amorce CN3re de SEQ ID NO:2 concentrée  20 

à 300 nmol/L,  

- 5 μL d’eau, et  

- 10 ng d’ADN génomique.  

Les réactions de PCR sont réalisées à l’aide de plaques 

de 96-puits “LightCycler 480 multiwell Plate 96, white” (Roche, 25 

Meylan, France) selon le protocole d’amplification suivant:  

- un cycle à 95°C pendant 10 minutes,  

- 45 cycles à 95°C pendant 10 secondes, à 62°C pendant 15 

secondes, et à 72°C pendant 20 secondes.  

La fusion à haute résolution (High Resolution Melting ou 30 

HRM) des amplicons obtenus lors de l’étape de PCR est réalisée à 

l’aide de l’appareil “LightCycler 480 System“ (Roche, Meylan, 

France) et permet de mettre en évidence des profils de courbe de 

fusion qui correspondent aux allotypes du polymorphisme de 

longueur de CR1.  35 
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Ces profils de courbes de fusion sont visibles sur les 

figures 4A et 4B, correspondant à deux modes de représentation 

différents desdites courbes. Le logiciel de l’appareil 

permettant la réalisation de la PCR HRM permet le passage de 

l’une à l’autre représentation. Il permet ainsi de réaliser le 5 

graphique différentiel des courbes normalisées, visible sur la 

figure 4B, pour le bruit de fond, la fluorescence finale, et la 

température de fusion finale.  

Les résultats qui ont été obtenus par la méthode selon 

l’invention ont été comparés aux résultats obtenus lors de la 10 

mise en œuvre de la technique classique de détermination du 

polymorphisme du CR1 par western blot. Cela est illustré sur la 

figure 4C.   

La présente méthode de détection du polymorphisme de CR1, 

par amplification PCR suivie d’une détermination des 15 

températures de fusion des amplicons obtenus par HRM, présente 

des résultats concordants avec la technique traditionnelle 

d’analyse protéique par western blot.  

En outre, la méthode selon l’invention permet l’obtention 

des résultats de manière particulièrement rapide, en comparaison 20 

avec la technique traditionnelle.  
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REVENDICATIONS 

 

1. Méthode de détermination du polymorphisme de longueur du 

récepteur CR1, celui-ci comprenant un domaine LHR (Long 

Homologous Repeat) A, un domaine LHR C et un domaine LHR D, 5 

ledit récepteur CR1 comportant en outre n domaine LHR B, avec n 

correspondant à un nombre entier compris entre 0 et 3, ladite 

méthode comprenant les étapes suivantes :  

- on extrait du matériel génétique à partir d’un 

échantillon biologique prélevé sur un individu ; 10 

- à partir dudit matériel génétique, on amplifie, grâce à 

un seul couple d’amorces spécifiques, un premier segment 

du domaine LHR B, représentant un variant 

caractéristique du LHR B, nommé segment variant B, et un 

deuxième segment appartenant à au moins un domaine, 15 

ledit domaine étant choisi parmi les domaines LHR A, LHR 

C et LHR D, ledit deuxième segment étant nommé segment 

non variant, ledit segment variant B et ledit segment 

non variant présentant, en dehors des zones 

d’hybridation desdites amorces, au moins trois 20 

différences de nucléotides ; 

- on déduit, en utilisant un outil quantitatif, le nombre 

d’amplicons de segment variant B et le nombre 

d’amplicons de segment non variant, le ratio variant 

B/non variant étant différent en fonction du 25 

polymorphisme de longueur du récepteur CR1. 

2. Méthode de détermination du polymorphisme du récepteur CR1 

selon la revendication 1 caractérisée en ce que le deuxième 

segment, ou segment non variant, est un segment du domaine LHR 

C. 30 

3. Méthode de détermination du polymorphisme du récepteur CR1 

selon l’une quelconque des revendications précédentes 

caractérisée en ce que ledit segment variant B et ledit segment 

non variant présentent, en dehors des zones d’hybridation 

desdites amorces, au moins trois et au plus vingt, de préférence 35 
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au moins trois et au plus quinze, de préférence au moins trois 

et au plus dix différences de nucléotides. 

4. Méthode de détermination du polymorphisme du récepteur CR1 

selon l’une quelconque des revendications précédentes 

caractérisée en ce que ledit segment variant B et ledit segment 5 

non variant présentent, en dehors des zones d’hybridation 

desdites amorces, 5 différences de nucléotides.  

5. Méthode de détermination du polymorphisme du récepteur CR1 

selon l’une quelconque des revendications précédentes 

caractérisée en ce que l’on amplifie le segment variant B et le 10 

segment non variant avec un couple d’amorces comprenant une 

amorce sens de SEQ ID NO:1 et une amorce antisens SEQ ID NO:2. 

6. Méthode de détermination du polymorphisme du récepteur CR1 

selon l’une quelconque des revendications précédentes 

caractérisée en ce que l’outil quantitatif permettant de déduire 15 

le ratio variant B/non variant est la technique par analyse des 

courbes de fusion à haute résolution ou HRM (High Resolution 

Melting) des amplicons obtenus lors de l’étape d’amplification. 

7. Utilisation de la méthode de détermination du polymorphisme 

du récepteur CR1 selon l’une quelconque des revendications 20 

précédentes pour diagnostiquer la présence de l’allotype CR1*2 

du récepteur CR1 à la surface des cellules chez un individu.  

8. Utilisation de la méthode de détermination du polymorphisme 

du récepteur CR1 selon l’une des revendications 1 à 6 pour 

diagnostiquer la susceptibilité d’un individu à développer un 25 

lupus érythémateux disséminé.  

9. Utilisation de la méthode de détermination du polymorphisme 

du récepteur CR1 selon l’une des revendications 1 à 6 pour 

diagnostiquer la susceptibilité d’un individu à développer la 

maladie d’Alzheimer.  30 

10. Utilisation de la méthode de détermination du 

polymorphisme du récepteur CR1 selon l’une des revendications 1 

à 6 pour diagnostiquer la susceptibilité d’un individu à 

développer le paludisme.  
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ABREGE 

 

Méthode de détermination du polymorphisme de longueur du 

récepteur CR1 

 5 

L’invention concerne une méthode de détermination du 

polymorphisme de longueur du récepteur CR1, celui-ci comprenant 

trois domaines, LHR A, LHR C et LHR D, et n domaine LHR B, avec 

n un entier entre 0 et 3. 

A partir de matériel génétique, on amplifie, grâce à un 10 

seul couple d’amorces spécifiques, un premier segment du domaine 

LHR B (segment variant B) et un deuxième segment appartenant à 

au moins un autre domaine, (segment non variant), ledit segment 

variant B et ledit segment non variant présentant, en dehors des 

zones d’hybridation desdites amorces, au moins trois différences 15 

de nucléotides.  

On déduit, en utilisant un outil quantitatif, le nombre 

d’amplicons de segment variant B et de segment non variant, le 

ratio variant B/non variant étant différent en fonction du 

polymorphisme de longueur du récepteur CR1. 20 

 

Figure 4 

 

 

 25 
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Discussion générale 

 La maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative dont l’étiologie n’est pas 

encore élucidée, dépendant à la fois de facteurs génétiques et environnementaux. Les études 

génétiques ont montré que le déterminisme de la MA est multiple : si certaines formes à début 

précoce sont directement liées à des mutations sur des gènes obéissant à un mode de 

transmission mendélien classique, le rôle d’autres facteurs de risques génétiques comme le 

CR1 est à présent bien établi dans les formes sporadiques de la maladie qui représentent 

l’immense majorité des cas. Ce facteur de risque génétique exerce son effet en interaction 

avec d’autres gènes, dont certains restent à découvrir. La maladie n’apparaissant que 

lorsqu’un seuil de vulnérabilité, dû à l’action conjointe de ces différents facteurs, est atteint. 

Les études génétiques ont permis d’élaborer une première ébauche de vision intégrée du 

processus morbide, connue sous le nom de « la théorie de la cascade amyloïdergique » ou 

« théorie de la cascade amyloïde ». Dans sa formulation initiale, cette théorie considérait que 

le primum movens de la MA était l’accumulation d’A  fibrillaire au sein des plaques 

« séniles », sous l’effet de plusieurs facteurs pouvant différer selon les individus 

(surproduction de peptide A  dans les formes autosomiques dominantes, fibrillogénèse accrue 

voire défaut d’épuration ou de clairance des amas fibrillaires dû à des facteurs génétiques). 

Ces amas fibrillaires contenus dans les plaques amyloïdes présentent une toxicité neuronale, 

qui se traduirait notamment par la phosphorylation anormale des protéines tau et la survenue, 

à terme, de dégénérescence neurofibrillaire et lésions dont la présence est étroitement corrélée 

au processus de mort neuronale (El Kadmiri et al., 2013 ; Hardy & Selkoe, 2002 ; Yankner, 

1996). 

  L’originalité de notre étude consistait en la combinaison de données phénotypiques et 

de données génotypiques des polymorphismes de CR1 dans une cohorte bien caractérisée de 

patients atteints de MA et de sujets témoins. Le CR1 permet non seulement la capture des 

complexes immuns dans la circulation, mais également l’inactivation du complément en liant 

les fragments C3b et C4b, en dissociant les convertases classiques et alternes, et en agissant 

comme cofacteur du facteur I qui arrête ainsi l’amplification par la boucle du C3 (Rogers et 

al., 2006). Chez l’homme, 90% de la quantité circulante totale de CR1 se trouve au niveau des 

érythrocytes, facilitant ainsi la clairance des fragments C3b- ou C4b- liés aux 
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microorganismes ou aux complexes immuns (Rogers et al., 2006 ; Taylor et al., 1997). En 

effet, ces complexes liés au CR1 sont ensuite emmenés dans les organes d’épuration (rate et 

foie) où ils sont transférés aux cellules du système des phagocytes mononucléés, sans 

dommage pour l’érythrocyte qui repart dans la circulation (Cornacoff et al., 1983; Cosio et 

al., 1990b ; Schifferli et al., 1988). Il en résulte qu’en limitant les dépôts de C3b et C4b, le 

CR1 pourrait atténuer l’activation excessive du complément. Par conséquent, l’expression de 

CR1 au niveau des érythrocytes est considérée comme un élément essentiel dans la protection 

des tissus comme le cerveau contre les dépôts de complexes immuns et les maladies 

subséquentes. Ainsi, une densité anormalement basse de CR1 sur les érythrocytes, 

indépendamment des facteurs génétiques ou acquis, a été identifiée comme une des 

caractéristiques de certaines maladies auto-immunes telles que le lupus érythémateux 

systémique (LES) (Cohen et al., 1992). 

 Par ailleurs, Brouwers et al. (2012) ont montré que l’association du risque de MA avec 

CR1 pouvait s’expliquer par la présence de l’isoforme CR1*2 (CR1 [S]). Dans notre étude, 

nous avons montré que l’isoforme CR1*2 était exprimé chez les patients atteints de MA mais 

à une densité plus basse comparée à l’isoforme CR1*1. Ces données ont été obtenues par 

l’étude de la densité de CR1 sur les érythrocytes selon le polymorphisme de longueur, en 

utilisant deux méthodes différentes renforçant ainsi la validité de notre approche technique. 

 Bien que l’association entre la MA et le gène CR1 a maintenant été largement établie, 

les mécanismes sous-jacents à cette association restent à élucider (Carrasquillo et al., 2010 ; 

Chen et al., 2012 ; Chung et al., 2014 ; Corneveaux et al., 2010 ; Hazrati et al., 2012 ; Jin et 

al., 2012 ; Jun et al., 2010 ; Lambert et al., 2009 ; Ma et al., 2014 ; Naj et al., 2011 ; Schjeide 

et al., 2011 ; Wijsman et al., 2011 ; Zhang et al., 2010 ). A ce jour, seules deux études se sont 

intéressées à l’implication potentielle de la protéine CR1 dans la pathogénèse de la maladie 

d’Alzheimer. 

 Dans ce sens, il a été proposé que chez les patients atteints de MA, le processus 

inflammatoire serait associé à la formation des plaques d’A , qui peut être causée soit par une 

augmentation des dépôts de micro fibrilles soit par une déficience de l’épuration (clairance) 

des plaques d’A , ce qui entrainerait un effet nocif sur les cellules voisines (Crehan et al., 

2012). 
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 En effet, il est établi que le peptide A 1-42  des plaques amyloïdes active le système du 

complément d’une manière indépendante des anticorps, résultant en la liaison de C3b sur le 

peptide A 1-42  (Rogers et al., 1992 ; Rogers et al., 2006). Comme des études précédentes ont 

montré que la clairance du peptide A 1-42 présent dans la circulation sanguine dépendait du 

CR1 érythrocytaire, certains auteurs ont émis l’hypothèse que CR1, grâce à ses sites de 

liaisons C3b, serait impliqué dans la clairance des complexes C3b- peptide A 1-42 au niveau 

cérébral comme au niveau de la circulation sanguine (Chibnik et al., 2011; Rogers et al., 

2006; Webster et al., 1997). Par conséquent, le polymorphisme structural ou de longueur de 

CR1, en raison du nombre de sites de liaison C3b qui varie en fonction de l’isoforme de CR1, 

pourrait jouer un rôle potentiel dans le processus physiopathologique de la MA. Selon cette 

hypothèse, l’isoforme CR1*2 (CR1 [S]) qui contient un site de liaison supplémentaire pour 

C3b (trois sites de liaison C3b au lieu de deux sites, comme c’est le cas pour l’isoforme le 

plus commun CR1*1 [F]) aurait un effet protecteur contre le risque de développer la MA. 

Cependant, l’étude de Brouwers et al. (2012) contredisait cette hypothèse. En effet, les 

auteurs ont montré dans deux cohortes (la première belge constituée de 1883 sujets et la 

seconde française constituée de 2003 sujets) que le risque de développer la MA était associé à 

l’isoforme CR1*2, et que ce risque était estimé à 30% chez les sujets exprimant l’isoforme 

long de CR1 (CR1*2 [S]). En l’occurrence, il n’éxistait aucune association entre l’isoforme 

CR1*2 et le taux de peptides A 1-42 dans le LCR. 

 Brouwers et al. (2012) expliquaient l’absence d’association entre l’isoforme CR1*2 et 

le taux d’A 1-42 dans le LCR par le fait que, dans son étude, il s’agissait du peptide A 1-42 

soluble, alors que l’isoforme CR1*2 pouvait n’affecter que les peptides A 1-42 aggrégés 

(Bradt et al., 1998 ; Webster et al., 1997). Néanmoins, cette étude apportait une preuve 

supplémentaire associant les variants de CR1 au peptide A 1-42, indiquant que CR1 aurait un 

rôle dans la pathogénèse de la MA via la voie amyloïde. En l’occurrence, les auteurs 

expliquaient leurs résultats (association entre isoforme CR1*2 et MA),  par le fait que le rôle 

du complément, dans ce cas loin d’être pathogène, pourrait avoir un rôle neuroprotecteur, à 

savoir la clairance des peptides A  agrégés au niveau cérébral. Par conséquent, un excés 

d’inhibition du système du complément par les allotypes les plus longs de CR1 (CR1*2 [S] et 

CR1*4 [T]) conférerait un risque plus élevé de développer la maladie d’Alzheimer. Une des 

raisons possibles pourrait être le fait que le fragment C3b, en opsonisant le peptide A 1-42 

faciliterait sa clairance (Brouwers et al., 2012). Selon ce scénario, les auteurs suggèraient que 
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les allotypes les plus longs de CR1 puissent augmenter le risque de développer la MA du fait 

de leur inhibition excessive du fragment C3b du complément, entraînant ainsi une diminution 

de l’opsonisation du peptide A 1-42 par C3b. Ainsi ces résultats seraient en accord avec ceux 

démontrés dans des modèles murins de MA, où il existait une corrélation entre inhibition de 

l’activation du complément et augmentation de dépôts de plaques A  et perte neuronale 

(Crehan et al., 2013 ; Maier et al., 2008 ; Wyss-Coray et al., 2002). En effet, Wyss-Coray et 

al. (2002) ont montré que l’inhibition de l’activation du complément chez un modèle de 

souris transgénique, entraînait une augmentation des lésions caractéristiques de la MA (dépôts 

amyloïdes et neurodégénerescence). Les auteurs concluaient que les produits d’activation du 

complément pouvait protéger contre la neurotoxicité induite par les peptides A , et pouvait de 

ce fait, réduire ou promouvoir la clairance des peptides A  et la dégénérescence neuronale. 

Leurs résultats appuyaient le concept que certains mécanismes inflammatoires de défense 

dans le cerveau pourraient être bénéfiques dans les maladies neurodégénératives. Dans le 

même sens, Maier et al. (2008) ont montré qu’une déficience en C3 chez des souris 

transgéniques (APP/C3 [-/-]) entraînait non seulement une accélération des dépôts amyloïdes 

et de la dégénéresecence neurofibrillaire, mais également une augmentation des peptides A  

dans le plasma et une activation différentielle des cellules microgliales vers des phénotypes 

alternatifs (augmentation des IL4, IL8, et TNF…), suggérant un rôle bénéfique du 

complément (C3) dans la clairance des plaques amyloïdes et dans la modulation des 

phénotypes des cellules gliales. Toujours dans le même sens, Crehan et al. (2013) ont montré 

chez le rongeur que les cellules microgliales présentaient un phénotype activé avec une 

expression élevée de CR1, que l’activation du CR1 microgliale était préjudiciable pour les 

neurones et que ceci était en corrélation avec une augmentation de la production de 

superoxyde intracellulaire microgliale, de TNF-  et IL- . Par ailleurs, le blocage de CR1 

empêchait l’activation des cellules microgliales, via la suppression du clivage de C3b en 

C3bi, suggérant également un rôle bénéfique de l’inflammation. 

  D’autres travaux ont montré que l’activation du complément pouvait entraîner une 

réaction immunitaire puissante, qui aurait un effet délétère sur les neurones, et que dans cette 

optique, une inhibition de l’activation du complément, notamment via la voie classique du 

complément, pourrait avoir un effet bénéfique (Fonseca et al., 2004 ; Zhou et al., 2008). C’est 

le cas d’abord de Fonseca et al. (2004), qui ont utilsé un modèle murin déficient en C1q 

(APP/C1q-/-). Ces auteurs ont montré que, malgré le fait que les concentrations de peptides 
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A  totaux et fibrillaires étaient identiques chez les souris déficientes en C1q (APP/C1q-/-) et 

les souris non déficientes en C1q (souris APP), le nombre de cellules gliales activées 

entourant le peptide A  était significativement plus bas chez les souris (APP/C1q-/-). Les 

auteurs suggéraient que le C1q puisse exercer un effet néfaste sur les neurones, probablement 

par activation du système du complément et ses conséquences sur la neuroinflammation. Par 

ailleurs, Zhou et al. (2008) ont montré que chez les souris transgéniques (APP/C1q+/+), les 

protéines C3 et C4 du complément augmentaient avec l’âge et l’importance des dépôts 

amyloïdes fibrillaires. De plus, alors que C4 était principalement détecté au niveau des 

plaques amyloïdes et/ou associé aux oligodendrocytes chez les souris (APP/C1q+/+), très peu 

de C4 était détecté chez les souris (APP/C1q-/-), du fait de la non activation de la voie du 

complément liée à l’absence de C1q. En revanche, les plaques amyloïdes et le C3 étaient plus 

détectés chez les souris (APP/C1q-/-), suggérant l’activation d’une voie alternative du 

complément. D’autre part, l’augmentation des concentrations de C3 chez les souris 

(APP/C1q-/-) était associée à une diminution des éléments neuropathologiques 

caractéristiques de la MA. Les auteurs proposaient que l’activation de la voie du complément 

puisse avoir aussi bien un rôle protecteur que délétère dans la pathogénèse de la MA. 

 Inversement aux résultats de Brouwers et al. (2012), Hazrati et al. (2012) ont 

démontré qu’au niveau cérébral, l’isoforme CR1*2 (CR1 [S]) s’exprimait à des taux inférieurs 

à ceux de l’isoforme CR1*1 (CR1 [F]), chez des patients atteints de MA par rapport à des 

témoins. Ils proposaient, de ce fait, que l’isoforme CR1*2 (CR1 [S]) puisse être associé à une 

augmentation de l’activation du complément. Ces auteurs ont également montré que chez les 

cas, la présence de l’isoforme CR1*2 (CR1[S]) était associé à un stade plus évolué de la MA 

(stade V-VI de Braak et Braak, versus stade IV chez les sujets exprimant l’isoforme CR1*1 

[F]). De plus, ces auteurs ont montré que la distribution de CR1 était différente selon le 

génotype : les sujets génotypés FF présentaient un profil filiforme, alors que les sujets FS 

présentaient un profil vésiculaire. Enfin, le double marquage (CR1, C3b), montrait que chez 

les sujets atteints de MA génotypés FS, le CR1 était dans le compartiment lysosomal. Les 

auteurs suggéraient donc que l’isoforme CR1*1 (CR1 [F]) pourrait être transporté entre les 

compartiments de tri des protéines, c’est-à-dire le réticulum endoplasmique et l’appareil de 

Golgi, alors que l’isoforme le plus long CR1*2 (CR1*2 [S]) s’accumulerait dans les 

membranes des vésicules cytoplasmiques. Par ailleurs, les marqueurs du système du 

complément (C1, C3b et C4b) montraient un marquage massif au niveau des plaques et DNF, 
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ainsi qu’au niveau des cellules microgliales et des astrocytes chez tous les sujets atteints de 

MA, quel que soit le génotype.  

 Dans ce sens, nos résultats fourniraient une explication aux études précédemment 

citées et qui sont en apparence contradictoires (Brouwers et al., 2012, Hazrati et al., 2012). 

Ainsi, même si l’isoforme CR1*2 (CR1 [S]) est considéré comme un inhibiteur plus puissant 

ou plus efficace de la réaction inflammatoire via une meilleure interaction avec les fragments 

C3b grâce à la présence d’un site de liaison supplémentaire C3b, conséquence d’un nombre 

plus élevé de LHR (cinq) par rapport à l’isoforme le plus commun CR1*1 (CR1[F]) (quatre 

LHR), la densité basse (faible expression) de l’isoforme CR1*2 (CR1 [S]) pourrait inverser 

cette propriété en une fonction altérée de CR1. D’une part, cette altération fonctionnelle de 

CR1 pourrait conduire à une altération de la clairance des fragments C3b liés, entraînant ainsi 

une épuration insuffisante des peptides A  au niveau des plaques amyloïdes. D’autre part, 

cette altération fonctionnelle de CR1 pourrait conduire à un contrôle limité de l’inflammation 

induite par les dépôts de peptides A 1-42 et une augmentation de l’activation de la voie du 

complément ce qui entraînerait un effet nocif sur les cellules voisines. 

 Dans notre étude, les polymorphismes de longueur de CR1 ont été étudiés aussi bien 

au niveau du gène (génotype) qu’au niveau de la protéine (phénotype), par deux méthodes 

différentes. La technique d’analyse par western blot est la technique originelle qui permet 

d’identifier les différents polymorphismes de longueur de CR1 au niveau de la protéine. 

Toutefois, cette technique d’analyse présente un certain nombre d’inconvénients. En 

particulier, l’analyse protéique par western blot ne peut être effectuée qu’après extraction des 

membranes cellulaires. De ce fait, elle est lourde à réaliser et très chronophage. En effet, une 

telle manipulation nécessite environ deux jours de travail. En outre, cette technique nécessite 

d’obtenir du matériel vivant et en bon état en début de procédure pour avoir des résultats 

exploitables. Il était donc important de proposer une autre méthode de détermination des 

polymorphismes de longueur de CR1 à partir du gène CR1, méthode qui soit à la fois simple, 

rapide et fiable. Jusqu’à présent, les techniques d’amplification ou d’hybridation segmentaire 

par biologie moléculaire n’avait jamais permis d’obtenir des résultats satisfaisants permettant 

la détermination des polymorphismes de longueur de CR1. Cela pourrait s’expliquer 

notamment par le fait que les segments du gène CR1 présentent un caractère extrêmement 

répétitif. Dans ce sens, nous avons donc mis en place une nouvelle technique permettant de 
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déterminer les polymorphismes de longueur de CR1 à partir du gène. Cette 

technique d’analyse des courbes de fusion à haute résolution ou HRM (High Resolution 

Melting) comporte de nombreux avantages. D’une part, les polymorphismes de longueur de 

CR1 sont déterminés plus rapidement puisque les résultats sont obtenus en deux heures 

environ, une fois l’extraction du matériel génétique effectuée. A l’inverse, la technique 

biochimique traditionnelle, reposant sur une analyse protéique par western blot, nécessite des 

étapes qui sont relativement longues : une électrophorèse d’extraits membranaires cellulaires 

à travers un gel d’acrylamide, une étape de transfert des protéines sur une membrane de 

nitrocellulose ou de polyvinylidène (PVDF) et une étape d’identification des allotypes du 

récepteur CR1 par immunochimioluminescence. D’autre part, cette technique d’analyse des 

courbes de fusion à haute résolution (HRM) présente également l’avantage de ne pas être trop 

onéreuse, ce qui est particulièrement important pour une méthode que l’on souhaite appliquer 

à un grand nombre d’individus afin de déterminer leur susceptibilité à développer certaines 

pathologies. Dans notre étude, les polymorphismes de longueur de CR1 au niveau du gène et 

de la protéine étaient concordants chez 98,9% des sujets inclus. Les deux résultats discordants 

obtenus lors de la comparaison des polymorphismes de longueur obtenus par HRM 

(génotype) et des polymorphismes de longueur obtenus par WB (phénotype) correspondaient 

à des sujets présentant un profil FS à l’HRM (gène) mais exprimant uniquement l’isoforme 

CR1*1 à la surface de l’érythrocyte au WB (protéine). L’absence d’expression de l’isoforme 

CR1*2 était reproductible quand le WB était réalisé avec un temps d’exposition plus long. 

L’existence d’un allèle CR1 silencieux (CR1*2 dans notre étude) pourrait expliquer ces deux 

résultats discordants entre gène et protéine (Helgeson et al., 1970). Néanmoins, d’autres 

études sur des populations plus importantes sont nécessaires pour étayer cette hypothèse. 

 Par ailleurs, la manière avec laquelle le gène CR1, identifié par les études 

d’association pangénomiques (GWAS) comme gène de susceptibilité à la MA sur la base des 

deux SNPs non codants (rs6656401 et rs3818361), est en relation avec les mécanismes 

physiopathologiques de la MA reste inconnue. Récemment, d’une part Biffi et al. (2012) ont 

montré que rs6656401 influençait la sévérité des dépôts amyloïdes vasculaires (angiopathie 

amyloïde cérébrale). D’autre part, Thambisetty et al. (2013) ont montré qu’au niveau cérébral, 

rs3818361 était associé à une faible charge amyloïde fibrillaire, évaluée à l’aide du 11 C 

Pittsburgh Compound B, soulignant l’implication potentielle de CR1 dans la voie amyloïde 

cérébrale. Gandy et al. (2013) expliquaient que cette association était probablement liée au 
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fait que CR1 atténué en densité, entraînerait une augmentation de  l’inflammation qui serait 

hypertoxique pour les neurones voisins, et que probablement ces plaques hyperinflammées 

seraient également hyperlytiques pour les plaques amyloïdes fibrillaires, ce qui expliquerait le 

manque de détection des plaques amyloïdes fibrillaires par le C11-PiB. Dans notre étude, 

rs6656401 et rs3818361 étaient fortement associés à l’isoforme CR1*2 (CR1 [S]) au niveau 

du gène et au niveau de la protéine, aussi bien chez les patients atteints de MA que chez les 

témoins. Nos résultats sont en accord avec ceux d’une étude ayant montré qu’un autre SNP, 

rs4844610, était associé à l’allèle CR1 codant l’isoforme CR1*2 (CR1 [S]) (Hazrati et al., 

2012). Prises ensemble, ces données parviennent à la même conclusion, à savoir que le 

polymorphisme de longueur de CR1 (isoforme CR1*2 [S]) est le phénotype le plus probable 

de l’association entre CR1 et MA, établie par les GWAS. 

 Concernant l’implication potentielle des polymorphismes de densité de CR1 dans la 

MA, aucune autre étude que la nôtre n’a été réalisée à ce jour. Dans notre étude, d’une part la 

concordance entre les deux génotypes (sites HindIII et Q981H) était excellente, aussi bien 

pour les cas que pour les témoins, et d’autre part la présence de l’allèle H pour HindIII ou de 

l’allèle Q pour Q981H était associée à une densité plus élevée comparée respectivement à 

l’allèle L pour HindIII ou l’allèle H pour Q981H, aussi bien chez les cas que chez les témoins. 

Ces données suggèrent que les critères ou influences génétiques sont respectées (allèle H de 

HindIII et allèle Q de Q981H associés à une densité haute). En l’occurrence, la présence de 

l’allèle H pour HindIII (sujets génotypés HH ou sujets HH +HL) ou de l’allèle Q pour Q981H 

(sujets génotypés QQ ou sujets QQ+ QH) était associée à une densité plus basse chez les cas 

comparée à celle des témoins. Ceci pourrait être expliqué par l’intervention de facteurs autres 

que génétiques dans le risque de développer la MA, à savoir des facteurs acquis et/ou 

environnementaux. En effet, les patients atteints de MA exprimaient une densité plus basse 

quand ils étaient génotypés HH pour le site HindIII ou QQ pour le site Q981H,  par rapport 

aux témoins. Ceci suggère que le phénotype (densité) serait acquis au cours de la MA, bien 

que cette hypothèse nécessite d’être étayée par d’autres études indépendantes à plus grande 

échelle. Par ailleurs, cette observation (densité plus basse chez les sujets porteurs du génotype 

densité haute : H pour HindIII et Q pour Q981H) était plus visible chez les sujets 

homozygotes pour l’allèle codant pour une densité haute, ce qui n’était pas le cas quand on 

comparait la densité de CR1 chez les sujets génotypés LL pour HindIII ou HH pour Q981H. 

Ceci pourrait être expliqué par le fait que l’écart de densité chez les porteurs d’un allèle 
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codant pour une densité basse de CR1 ne soit détectable alors que cet écart est plus facilement 

visible quand un sujet est porteur d’un allèle codant pour une densité haute alors qu’il exprime 

une densité basse. Nos résultats pourraient donc être expliqués par l’existence d’un facteur 

génotypique « classique » et d’un facteur phénotypique « observé ». 

 Néanmoins, et bien qu’il n’existe aucune association entre polymorphismes de 

longueur et polymorphismes de densité de CR1, nos résultats vont dans le même sens que 

ceux que nous avons retrouvés concernant l’étude du polymorphisme de longueur. Pour 

expliquer cela, il existe deux hypothèses : 

 D’après Crehan et al. (2012), l’expression de l’allèle H ou L de CR1 serait en 

déséquilibre de liaison avec la structure allélique du gène CR1, ce qui expliquerait les 

différences de taille des fragments après digestion par HindIII par exemple. Cela serait 

fonctionnellement important, car impliquerait que les allotypes les plus longs de CR1 (CR1*2 

[S] et CR1*4 [T]) auraient non seulement plus de sites de liaisons pour les fragments C3b et 

C4b du complément, mais également une dégradation plus lente (demi vie plus longue) que 

les allotypes les plus courts de CR1 (CR1*1 [F]). Ces deux facteurs augmenteraient ainsi la 

capacité de liaison aux fragments C3b et C4b chez les individus porteurs du génotype HH 

pour HindIII ou QQ pour Q981H, entraînant une inhibition excessive de la voie du 

complément. Selon nos résultats, cette proprièté étant inversée (densité plus basse chez les 

cas, comparée aux témoins), il en résulterait donc une diminution de la clairance du peptide 

A 1-42 d’où un risque plus élevé de développer la MA (Brouwers et al., 2012 ; Crehan et al., 

2012). 

 Bien qu’au niveau phénotypique, nous avons mis en évidence une association entre 

polymorphismes de longueur (protéine) et polymorphismes de densité (nombre de sites 

antigéniques de CR1 par érythrocytes), cette association n’était pas retrouvée au niveau 

génotypique (pas d’association entre polymorphisme de densité [génotype] et polymorphisme 

de longueur [protéine]). Ces résultats confortent notre hypothèse, à savoir l’influence de 

facteurs extérieurs ou l’intervention de facteurs autres que génétiques et non pas uniquement 

d’un facteur génétique constitutionnel. Cette hypothèse va à l’encontre de celle qui proposait 

qu’il existait un déséquilibre de liaison entre les facteurs de régulation de la densité au niveau 

du promoteur et les différentes formes de CR1 puisqu’au niveau génotypique, il n’existait 

aucune association alors que cette association était présente au niveau phénotypique, ce qui 
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serait plus en faveur de l’intervention de facteurs autres que génétiques dans la MA et 

conforterait notre hypothèse à savoir que le phénotype densité basse serait acquis au cours de 

la MA. Néanmoins, à ce stade et en l’absence d’étude longitudinale, on ne peut déterminer si 

ce facteur extérieur est acquis avant ou pendant la maladie 

 

 Enfin, concernant le CR1 soluble sérique, les taux étaient plus élevés chez les cas 

comparés aux témoins, ceci pourrait être expliqué par une augmentation de la protéolyse de 

CR1 et/ou sa vésiculation (exocytose) (Dervillez et al., 1997).  

 D’une part, la protéolyse de CR1 peut constituer un des mécanismes pouvant 

expliquer le transfert des complexes immuns des érythrocytes vers les macrophages du foie. 

Dans le cas des maladies auto-immunes par exemple, la production importante de complexes 

immuns oblige les érythrocytes à effectuer de nombreux cycles de clairance et pourrait 

expliquer la diminution pathologique de la densité de CR1 à la surface des érythrocytes et 

l’augmentation du taux du CR1 soluble sérique. La dégradation de CR1 par des protéases 

sériques peut également  expliquer cette augmentation des taux du CR1 soluble chez les sujets 

atteints de MA. En effet, plusieurs auteurs ont montré que chez les patients atteints de 

pathologies associées à la production de protéases comme les pathologies malignes (cancer du 

poumon) ou les pathologies auto-immunes (LES), il existait une corrélation entre 

augmentation de la concentration des protéases sériques et  diminution de la densité de CR1 

(Cohen et al., 1992 ; Currie et al., 1990). 

 D’autre part, la vésiculation ou l’exocytose de CR1 est un mécanisme qui a déjà été 

démontré aussi bien dans les érythrocytes (Dervillez et al., 1997) que dans  les polynucléaires 

neutrophiles (Morgan et al., 1987). Nos résultats suggèrent qu’au niveau périphérique, lors de 

la fixation ou capture des peptides amyloïdes par les érythrocytes, il pourrait y avoir dépôts de 

molécules de C3b sur la membrane érythrocytaire et que ces dépôts pourraient induire la 

formation d’un complexe d’attaque membranaire. Ce complexe pourrait ensuite être expulsé 

par vésiculation de la membrane de l’érythrocyte, ainsi que les molécules à proximité dont le 

CR1. Ce mécanisme a déjà été décrit dans certaines maladies à complexes immuns comme le 

LES (Ross et al., 1985) et a déjà été provoqué d’une manière expérimentale au niveau des 

érythrocytes, en utilisant un flux calcique à l’intérieur de la cellule ou en les privant d’ATP. 

Ainsi, les vésicules produites sont enrichies en molécules régulatrices du complément comme 

le CR1 (Pascual et al., 1993b). Dans ce sens, nos résultats pourraient en partie expliquer les 

observations anatomopathologiques de Hazrati et al. (2012) qui retrouvait que la distribution 
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de CR1 était différente selon le génotype (FF : profil filiforme, FS : profil vésiculaire), et 

seraient en accord avec les hypothèses de ces auteurs qui suggéraient que l’isoforme CR1*1 

(CR1 [F]) pourrait être transporté entre les compartiments de tri des protéines, alors que 

l’isoforme le plus long CR1*2 (CR1*2 [S]) s’accumulerait dans les membranes des vésicules 

cytoplasmiques. 

 En analyse univariée, les allèles longs de CR1 (CR1* 2 et CR1* 4) étaient associés à 

des taux du CR1 soluble plus élevés chez les cas par rapport aux témoins. Selon l’hypothèse 

de Crehan et al. (2012), les allèles les plus longs de CR1 seraient protecteurs contre la MA 

(plus de sites de liaison pour le C3b et C4b) et auraient une demi vie plus longue que les 

allèles les plus courts (CR1*1 et CR1*3). Néanmoins, selon nos résultats, ces propriétés 

seraient probablement inversées au cours de la MA (densité plus basse et plus sensible à la 

protéolyse), en raison de l’intervention de facteurs autres (autres facteurs génétiques, facteurs 

environnementaux ou acquis) ce qui pourrait expliquer en partie une augmentation de la partie 

soluble du CR1. D’autres études ont montré que la MA était associée à l’isoforme long de 

CR1 (CR1*2). Dans notre étude, nous avons montré que la MA était associée à une densité 

basse de l’isoforme long de CR1, et à des taux du CR1 soluble sérique plus élevés. Le 

parallélisme des deux observations suggère que l’activation du complément pourrait être en 

cause. Une influence extérieure phénotypique (acquise) est donc requise. En effet, CR1 

pourrait donc être activé dans la circulation par des complexes immuns et/ou in situ en vue de 

l’épuration ou de la clairance des dépôts amyloïdes. 

 Par ailleurs, en analyse multivariée cinq facteurs indépendemment associés à la 

maladie d’Alzheimer ont été identifiés : le sexe féminin, l’âge, le nombre de sites 

antigéniques de CR1 par érythrocytes (densité), le taux du CR1 soluble sérique et le 

polymorphisme de densité Q981H. Ceci souligne le fait qu’on est en présence d’éléments 

génotypiques (connus) et phénotypiques (acquis), et que l’élement phénotypique est 

probablement d’action univoque mais détectable uniquement dans les catégories génotypiques 

où les écarts sont grand. Cet élément phénotypique s’exprime modulé par les éléments 

génotypiques. En effet, selon notre modèle multivarié, une augmentation de 200 sites 

antigéniques de CR1 serait associée à une diminution du risque de développer la MA de 

29.8%. Cela ne signifie pas que les sujets ayant une densité basse (200 sites par exemple) ont 

plus de risque de développer la MA, car les différents génotypes doivent comporter 
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probablement d’autres mécanismes, qui feront que le risque de développer la MA ne sera pas 

plus élevé chez un sujet ayant 200 sites que chez un sujet exprimant 900 sites par exemple. 

Ceci pourrait être probablement expliqué par l’existence d’autres allèles appartenant à 

d’autres systèmes. Mais si une personne est génétiquement programmée pour avoir 900 sites 

et qu’elle baisse sous l’effet de facteurs extérieurs à 200, le risque de développer la MA sera à 

ce moment élevé. Les voies biologiques sont souvent intriquées et un abaissement acquis du 

nombre de sites antigéniques de CR1 est associé à un risque élevé de MA, et non pas le 

génotype densité basse. En effet, c’est la baisse de la densité qui est un facteur de risque 

associé à la MA et non pas le génotype densité basse. Ceci est conforté par nos résultats qui 

montrait une surreprésentation de l’allèle QQ ou HH aussi bien chez les cas que chez les 

témoins. 

 Par ailleurs, et toujours en analyse multivariée, le taux du CR1 soluble sérique était un 

facteur explicatif de la maladie, indépendement de l’âge, de la densité du CR1 et des 

polymorphismes de densité (allèle Q pour Q981H). Parallèlement, il existait une corrélation 

négative entre les taux du CR1 soluble sérique et le score au MMSE chez les témoins. Une 

étude longitudinale dans une population à plus grande échelle serait probablement 

intéressante, car il pourrait s’agir d’un biomarqueur reflètant l’état inflammatoire au niveau 

périphérique (circulation sanguine) et probablement prédictif d’évolution vers la MA.  

 Enfin, bien que l’originalité de notre étude consiste dans le fait de corréler des 

élements génotypiques aux données phénotypiques, elle nécessite des investigations à plus 

grande échelle. En effet, une meilleure compréhension des mécanismes physiopathologiques 

de la MA pourra ouvrir la voie à de nouvelles pistes thérapeutiques. 
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 La composante génétique de la MA est complexe, elle requiert ainsi une recherche 

ambitieuse et active car elle laisse percevoir l’avènement de stratégies thérapeutiques 

efficaces. Cependant, compte tenu de la complexité de la MA, il semble nécessaire 

d’appréhender les intrications génétiques et protéiques pour comprendre et analyser leurs 

impacts sur la maladie. La détermination exhaustive de ces facteurs ne pourra se faire que 

conjointement à la mise en place de grandes études cas-témoins avec une rigueur de 

caractérisation clinique qui permettront la spécification du rôle des protéines codées par ces 

facteurs génétiques sur le processus physiopathologique de la maladie. De ce fait, seule une 

approche multidisciplinaire semble être adaptée pour répondre à cette complexité. Dans ce 

sens, notre étude montre l’importance d’une stratégie translationelle intégrée pour une 

recherche fructueuse. 

 Comme la MA résulte d’une interaction complexe entre des facteurs de susceptibilité 

génétique et des voies moléculaires en aval, de ce fait, l’utilisation de biomarqueurs, comme 

endophénotypes quantitatifs dans une population suivie, pourra nous donner plus 

d’information sur le rôle potentiel d’un ou de plusieurs gènes dans l’apparition et/ou la 

progression de la maladie. 

 Si notre étude met en évidence un certain nombre de faits particulièrement 

intéressants, il ne s’agit cependant que d’une étude pilote. Dès sa conception nous avons 

positionné notre étude comme une recherche exploratoire. Au vu des premiers résultats et des 

implications qu’ils pourraient entraîner en terme de compréhension de la physiopathologie 

avec de probables pistes nouvelles sur les versants diagnostique et thérapeutique, nous 

envisageons l’avenir dans la continuité des travaux de nos deux unités (EA 3797 et EA 4682 

du Laboratoire de Recherche en Nanosciences). 

 Si le risque de développer une MA, associé aux polymorphismes de CR1, est lié à une 

déficience de la clairance des peptides amyloïdes neurotoxiques, cela soulignerait 

l’importance de cette voie dans la pathogénèse de la maladie. De ce fait, il serait 

probablement intéressant d’étudier les corrélations entre le taux du CR1 soluble dans le LCR 

et les biomarqueurs utilisés dans notre pratique quotidienne (peptide A 42, protéine tau et 

protéine tau-P), voire des données de l’imagerie amyloïde. Dans ce sens, nous avons déjà 

débuté les inclusions dans le cadre d’un projet financé par les AOL (Appel d’Offre Local) 

incluant, en plus des paramètres déjà étudiés, un dosage du CR1 soluble, du C3b et du C4b 
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dans le LCR, et nous envisageons dès à présent, afin d’étayer nos hypothèses, une étude de 

confirmation multicentrique à plus grande échelle avec un financement dans le cadre des 

PRTS nationaux (Projet de Recherche Translationnelle en Santé). Ce projet sera réalisé en 

collaboration entre l’EA 3797 (Santé publique- Vieillissement-Qualité de vie et Réadaptation 

des sujets fragiles) dirigée par le Professeur Jolly, et l’EA 4682 du Laboratoire de Recherche 

en Nanosciences dirigée par le Professeur Cohen. 

 En effet, le CR1 soluble résulte en partie du clivage de CR1, qui peut être généré par 

des protéases endogènes et éxogènes appartenant aux familles des sérines protéases (élastase, 

protéinase 3), ou des metallopeptidases (MMPs, ADAMs). Cette forme soluble ne contient 

pas la partie transmembranaire et cytoplasmique de la protéine, mais est constituée de 

quasiment l’intégralité de la partie extracellulaire. De façon importante, le CR1 soluble 

conserve les propriétés biologiques du CR1 (anti-inflammatoire, régulation du complément). 

Cette forme soluble pourrait être considérée comme un outil diagnostique mais également 

thérapeutique.  

 Sur le plan diagnostique, le rôle du CR1 soluble dans le système nerveux central a été 

très peu exploré. A notre conaissance, seule une étude s’est intéressée aux corrélations 

possibles entre la MA et les fractions du complément C3 et C4 dans le LCR, mais d’une part 

aucune relation avec les polymorphismes de CR1 n’avait été étudiée et d’autre part il existait 

une différence d’âge de 17 ans entre les cas et les témoins (Daborg et al., 2012). Nous 

émettons donc l’hypothèse que les concentrations du CR1 soluble et des protéines du système 

du complément (C3b-C4b) pourraient être liées à l’évolution ou à la progression de la MA, 

pathologie dans laquelle l’importance de la composante inflammatoire est de plus en plus 

reconnue. Parralèlement à l’étude du CR1 soluble dans le LCR, il serait également intéressant 

d’étudier le comportement de CR1 in situ « anapath » dans les différents compartiments 

cellulaires selon les polymorphismes de longueur de CR1. 

 Sur le plan thérapeutique, et au vue des résultats de notre étude, mais surtout du rôle 

physiologique et implication potentielle du CR1 dans la pathogénèse de la MA, deux voies 

pourraient être explorées : (i) une augmentation de la densité de CR1 à la surface des 

érythrocytes des patients atteints de MA, (ii) l’utilisation d’une forme recombinante de CR1 

soluble comme anti-inflammatoire (Oudin et al., 2000).  
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 En effet, selon notre modèle multivarié, une augmentation de 200 sites antigéniques de 

CR1 serait associée à une diminution du risque de développer la MA de 29.8%. Dans ce sens, 

on pourrait donc supposer qu’une restauration de la densité de CR1 chez les sujets atteints de 

MA pourrait améliorer la clairance des peptides amyloïdes. A ce jour et à notre connaissance, 

aucun essai thérapeutique chez l’animal n’a été réalisé dans le cadre de la MA. Comme la 

densité de CR1 diminue au cours de la vie de l’érythrocyte (Ripoche & Sim, 1986), la 

première hypothèse consisterait à augmenter la proportion des érythrocytes jeunes qui ont une 

densité supérieure de CR1. Plusieurs techniques sont possibles chez l’animal mais chacune a 

ses inconvénients. La première technique consiste en une activation de l’érythropoïèse par 

l’érythropoïétine qui conduit à une augmentation de la population d’érythrocytes jeunes et 

donc une augmentation de la densité de CR1 à la surface des érythrocytes (Hebert et al., 

1994b). La seconde technique consiste à prélever 30% des globules rouges et à remplacer le 

volume correspondant par une solution isotonique. Cette technique a montré chez le primate 

que, d’une part, au bout d’une semaine les érythrocytes prélevés étaient remplacés par des 

érythrocytes plus jeunes et que d’autre part, la densité de CR1 était triplée et que cet état 

persistait pendant plus de dix semaines (Hebert et al., 1992). Enfin, la deuxième hypothèse 

consisterait à transfuser un animal ayant une densité basse de CR1 avec des érythrocytes d’un 

autre animal ayant une densité élevée de CR1, mais cette technique a montré que 

l’augmentation de la densité ne dépassait pas quatre jours (Hebert et al., 1994a). Par ailleurs, 

ces deux hypothèses devraient tenir compte du fait qu’une augmentation trop importante de 

l’hématocrite peut être dangeureuse. 

 Enfin, le CR1 soluble recombinant pourrait constituer une piste thérapeutique sérieuse 

(Oudin et al., 2000 ; Shen et al., 2013 ; Zhu et al., 2015). En effet, plusieurs auteurs ont déjà 

montré que la concentration de CR1soluble sérique était élevée dans certaines maladies 

autoimmunes comme le lupus érythémateux systémique ou la glomérulonéphrite (Cohen et 

al., 1992 ; Kubiak-Wlekly et al., 2009 ). D’une manière plus intéressante, Ramaglia et al. 

(2008) ont étudié l’effet d’un traitement par le CR1 soluble chez des rats ayant une blessure 

mécanique par écrasement au niveau du nerf périphérique. Les auteurs ont montré d’une part 

qu’au niveau du nerf endommagé, l’activation du complément était presque complètement 

inhibée par le CR1S. D’autre part, le nerf endommagé était protégé contre la perte axonale et 

la démyélinisation dès les premières phases suivants le traumatisme, suggérant que le CR1S 

aurait une capacité de protection. Dans ce cas, le CR1S recombinant pourrait constituer une 
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molécule de choix pour les différentes stratégies thérapeutiques basées sur le rôle potentiel de 

CR1 dans la pathogénèse de la MA.  

Concernant ces pistes thérapeutiques que renforcent notre travail, il nous apparaît 

indispensable d’avancer à partir du modèle animal. Cette étape devra également être 

construite sur des bases méthodologiques combinant les analyses génétiques aux données 

protéiques. 
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Étude génotypique et phénotypique des polymorphismes du récepteur du complément de type 1 (CR1, 
CD35) dans la maladie d’Alzheimer. 

Résumé : 
Les études d’association pangénomiques ont permis d'identifier de nouveaux loci, dont le gène CR1 
comme associé au risque de maladie d'Alzheimer (MA). Le récepteur du complément de type 1 (CR1) 
est une glycoprotéine transmembranaire, présente notamment à la surface des érythrocytes (CR1E), 
mais également dans le plasma sous forme soluble (CR1s). Le CR1 peut prendre des formes 
fonctionnelles différentes, qui pourraient conférer des niveaux de risque différents, voire suggérer des 
mécanismes physiopathologiques de la MA. Si la relation entre CR1 et MA est aujourd'hui connue, 
son mécanisme reste énigmatique. L’objectif principal de cette thèse était de corréler aux données 
génétiques (single nucleotide polymorphisms, polymorphismes de longueur, polymorphismes de 
densité), des éléments phénotypiques acquis comme la densité du CR1E ou le CR1S. D’une part, notre 
étude a montré grâce à deux méthodes différentes, que la MA était associée à une densité basse de 
l’isoforme long de CR1 (CR1*2) et suggérait l’existence d’allèle silencieux de CR1. D’autre part, nous 
avons montré que même si les critères génétiques étaient respectés, certains phénotypes pourraient être 
acquis au cours de la maladie. Nos résultats suggèrent que la MA résulterait plus d'une insuffisance 
d'épuration des dépôts amyloïdes, que d'une réponse excessive dont la réaction inflammatoire serait 
délétère. Bien que cette recherche génotypique et phénotypique, à potentiel physiopathologique, 
nécessite des investigations à plus grande échelle, elle pourra ouvrir la voie à des nouvelles pistes 
thérapeutiques qui ne peuvent être envisagées aujourd'hui faute de vue claire du ou des mécanismes en 
cause. 
Titre en anglais
Genotype and Phenotype study of complement receptor type 1 polymorphisms (CR1,CD35) in 
Alzheimer’s disease.
Abstract 
Genome-wide association studies have identified new loci, including the CR1 gene, as being 
associated with Alzheimer’s disease (AD) risk. The complement receptor type 1 (CR1) is a 
transmembrane glycoprotein found on the surface of erythrocytes (CR1E), and also in the plasma in 
soluble form (CR1s). CR1 can have different functional forms that may confer different risk levels, or 
even suggest pathophysiological mechanisms of AD. Indeed, the relation between CR1 and AD is now 
well established, the mechanism of this association remains to be elucidated. The main objective of 
this thesis was to correlate acquired phenotype elements, such as density of CR1E (number of CR1 
antigenic sites per erythrocyte) or CR1s with genetic data (single nucleotide polymorphisms, length 
and density polymorphisms). Firstly, our study showed using two different methods that AD is 
associated with low density of the long CR1 isoform (CR1*2) and suggested the possible existence of 
silent CR1 alleles. Secondly, we showed that although genetic criteria were met, some phenotypes 
could be acquired during the course of the disease. Our findings suggest that AD stems more from 
insufficient clearance of amyloid deposits than from excessive response whose inflammatory reaction 
might be deleterious. Although this genetic and phenotypic study with pathophysiological potential 
still require further investigation on a larger scale, she could pave the way towards new therapeutic 
avenues that currently remain elusive in the absence of a clear overview of the mechanisms involved. 
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