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RESUME 

Les HDL et la PON1 dans la maladie d’Alzheimer 

 

Par 

Camponova Paméla 

Programme de physiologie 

 

Thèse présentée à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de 

l’obtention du diplôme de philosophiae doctor (Ph.D.) en physiologie, Faculté de 

médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, 

Canada, J1H 5N4 

 

La maladie d’Alzheimer (MA) touche environ 35 millions de personnes à travers le 

monde ce qui en fait la première forme de démence. Le principal facteur de risque de 

cette maladie est l’âge et donc, avec l’augmentation de l’espérance de vie, on pense que 

ce nombre va doubler d’ici 2025. C’est donc un problème de santé publique. Le 

mécanisme à l’origine de la MA n’est pas connu, et il n’existe aucun traitement 

permettant de guérir ou de ralentir efficacement l’évolution des symptômes. Il est donc 

urgent de mieux comprendre cette maladie afin de proposer aux patients des traitements 

efficaces. Certaines études épidémiologiques ont montré que l’hypercholestérolémie est 

un facteur de risque pour la MA. A l’inverse, la prise de statines diminuerait les risques 

de développer cette maladie. De plus, des études réalisées in vitro et in vivo ont montré 

que le cholestérol peut favoriser la production des peptides amyloïdes qui sont à 

l’origine de la formation des plaques, caractéristiques de la MA. Enfin, certaines études 

ont montré qu’une baisse des niveaux de HDL peut être un facteur de risque pour la 

MA. Tous ces résultats nous amènent à penser que le métabolisme du cholestérol puisse 

être altéré dans la MA. La PON1 est une enzyme associée aux HDL. Elle possède des 

propriétés anti-inflammatoires et anti-oxydantes. Certaines études ont montré que son 

activité est réduite dans la MA, et que certains de ses polymorphismes sont associés à 

cette maladie. La PON1 pourrait donc jouer un rôle dans la MA. Mon projet de thèse a 

pour but d’investiguer si l’efflux du cholestérol est altéré dans la MA, et de comprendre 

le mécanisme à l’origine de cette éventuelle altération. Il vise également à étudier la 

PON1 dans la MA. Nos résultats montrent que l’efflux du cholestérol est diminué dans 

la MA. Cette baisse est due à une perturbation de la fonctionnalité des HDL et non, à 

une baisse de l’expression du transporteur ABCA1 qui est impliqué dans la première 

étape de l’efflux du cholestérol. Nos résultats suggèrent que la baisse de fonctionnalité 

des HDL soit due à leur oxydation, et à une altération de leur structure. Notre étude 

montre que l’activité paraoxonase est réduite de manière non significative dans la MA 

supposant donc, une légère baisse de la fonctionnalité de la PON1. De plus, les 

polymorphismes 192Q/R et 55L/M de la PON1 ne sont pas associés à cette maladie. 

Enfin, nos résultats montrent que les HDL des personnes Alzheimer sont plus sensibles 

à l’oxydation probablement du fait d’une baisse de la fonctionnalité de la PON1. En 

conclusion, dans la MA, les HDL sont oxydés et leur structure est altérée ce qui entraîne 

une baisse de l’efflux du cholestérol. Une altération de la fonctionnalité de la PON1 

pourrait expliquer, en partie, la sensibilité des HDL à l’oxydation. 

Mots-clés : MA, cholestérol, HDL, efflux du cholestérol, PON1, peptides amyloïdes
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Introduction 

 

La maladie d’Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative qui touche 

environ 35 millions de personnes à travers le monde ce qui en fait la première forme de 

démence (=Troubles neurocognitifs majeurs). Au Québec, cette maladie concerne plus 

de 100 000 personnes (source : La société Alzheimer de Québec). Le principal facteur 

de risque de cette maladie est l’âge et donc, avec l’augmentation de l’espérance de vie, 

on pense que son incidence va doubler d’ici 2025. Cette maladie est un problème de 

santé publique, c’est pourquoi il est important de comprendre les mécanismes à 

l’origine de cette pathologie afin de mettre au point des traitements efficaces. 

Il existe d’autres facteurs de risque de la MA comme le sexe (les femmes sont plus 

touchées que les hommes), l’hypertension artérielle, les carences alimentaires, le diabète 

de type 2 et l’hypercholestérolémie. Des études épidémiologiques ont montré que 

l’hypercholestérolémie augmente les risques de développer la forme sporadique de la 

MA (Xue-Shan et al., 2016). De plus, des études réalisées in vivo chez la souris ont 

montré qu’un régime riche en cholestérol conduit à une accumulation de plaques 

amyloïdes (une des caractéristiques de la MA) dans leur cerveau (Refolo et al., 2000). 

Le métabolisme du cholestérol pourrait donc être impliqué dans le développement de la 

MA.  

L’efflux du cholestérol correspond au transfert (ou transport) du cholestérol de 

l’intérieur vers l’extérieur des cellules. L’efflux du cholestérol à partir des cellules 

constitue la première étape dans le processus menant au maintien de l’homéostasie du 

cholestérol cellulaire. Des études réalisées in vitro et in vivo ont montré que le 

cholestérol régule l’activité des sécrétases ; des enzymes impliquées dans la synthèse 

des peptides amyloïdes (Allinquant et al., 2014). Ces derniers sont à l’origine de la 

formation des plaques séniles retrouvées dans le cerveau des personnes atteintes de la 

MA. Ainsi, une perturbation de l’homéostasie du cholestérol, induite par une altération 

du mécanisme d’efflux du cholestérol, pourrait participer au développement de la MA.  

L’efflux du cholestérol est réalisé par les particules HDL (High Density 

Lipoprotein) via l’implication de l’apolipoprotéine A1, une protéine caractéristique des 
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HDL. Toutefois, des études récentes (Berrougui et al., 2012) montrent qu’une autre 

protéine (la Paraoxonase 1), associée exclusivement aux HDL, est impliquée dans cet 

efflux du cholestérol. D’autres études ont établi une implication de cette protéine dans 

les démences et plus particulièrement, dans la MA (Menini et Gugliucci, 2014). Nous 

pouvons donc penser qu’une altération de la fonctionnalité des HDL puisse conduire à 

une altération de l’homéostasie du cholestérol et ainsi, contribuer au développement de 

la MA. 

La présente étude porte sur le rôle de l’efflux du cholestérol dans la forme 

sporadique de la MA et plus particulièrement, sur la fonctionnalité des HDL. Elle vise 

également à vérifier l’implication de la Paraoxonase 1 dans le développement de cette 

maladie. En effet, les études portant sur le sujet donnent des résultats contradictoires.  

 

I. La maladie d’Alzheimer  

 

En 1906, Aloïs Alzheimer a décrit le cas de sa patiente, Auguste D., âgée de 51 ans 

et internée à l’hôpital de Frankfurt par son mari en raison de ses troubles du 

comportement (perte de mémoire, jalousie exacerbée, désorientation, déplacement 

d’objet, changement de personnalité et, changement d’humeur). Au cours de son 

internement, les symptômes évolueront vers une perte de mémoire plus prononcée, des 

problèmes de compréhension, des hallucinations, des pensées délirantes, des problèmes 

d’écriture, de langage et de lecture. Elle décèdera 4 ans et demi après son internement. 

Elle passera ses derniers instants allongée sur son lit en position foetale et incontinente. 

L’analyse post-mortem de son cerveau permettra à Aloïs Alzheimer de mettre en 

évidence la présence de neurofilaments à l’intérieur des neurones, appelés également, 

enchevêtrements neurofibrillaires, et de plaques séniles ou plaques amyloïdes à 

l’extérieur des neurones. Ces deux altérations pathologiques sont caractéristiques de la 

MA et permettent un diagnostic post-mortem formel de la maladie (Alzheimer et al., 

1995 ; Möller et Graeber, 1998).  

Le terme de MA a été employé pour la première fois, en 1910, par Emil Kraepelin 

dans son Traité de Psychiatrie (Maurer et al., 1997 ; Strassnig et Ganguli, 2005 ; 

Cipriani et al., 2011). 
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1) Forme familiale vs. forme sporadique de la maladie d’Alzheimer 

 

Il existe deux formes de la MA: la forme familiale et la forme sporadique. La forme 

familiale représente seulement 5 à 8 % des cas de MA et elle se transmet selon le mode 

autosomale dominant. Elle apparaît avant l’âge de 65 ans c’est pourquoi on parle de MA 

à début précoce. Les mutations responsables de la forme familiale de la maladie 

touchent les gènes codant pour les protéines suivantes : Amyloid Protein Precursor 

(APP), Préséniline 1 (PS1) et Préséniline 2 (PS2) (Selkoe, 2001 ; Chartier-Harlin et al., 

2002). 

La protéine APP est à l’origine de la formation des peptides amyloïdes 40 et 42 

(A40 et A42). Dans les circonstances physiologiques, l’APP est clivée par l’α-

sécrétase et c’est la voie non-amyloidogénique. La voie amyloidogénique fait appel au 

clivage par la β-sécrétase suivie par la γ-sécétase. La présence de mutations dans le gène 

codant pour cette protéine conduit à la surproduction d’un peptide neurotoxique ; le 

A42 composant principal des plaques séniles (Selkoe, 2001). 

Les protéines PS1 et PS2 font partie du complexe -sécrétase dont le rôle est de 

cliver la protéine APP pour permettre ou non la production du peptide A. Les 

mutations présentes dans les gènes PS1 et PS2 conduisent à une augmentation de 

l’activité -sécrétase ou au clivage d’APP en faveur de la production des peptides 

amyloïdes notamment A42 (Selkoe, 2001). 

La forme sporadique de la MA représente environ 90 % des cas de MA. Elle 

apparaît après l’âge de 65 ans c’est pourquoi on parle de forme tardive de la MA. Le 

principal facteur de risque de la forme sporadique de la MA est l’âge. 

Le gène codant pour l’apolipoprotéine E (ApoE) est également associé à la forme 

sporadique de la MA (Saunders et al., 1993 ; Strittmatter et al., 1993). L’Apo E est la 

principale apolipoprotéine du cerveau. Elle est associée aux HDL (High Density 

Lipoprotein), et elle est impliquée dans le transport du cholestérol et dans l’élimination 

des A. Le gène codant pour l’Apo E, présent sur le chromosome 19, existe sous 3 

formes : ApoE 2, ApoE 3 et ApoE 4. Ces formes diffèrent par leurs positions 112 et 

158. Ainsi, l’ApoE 2 présente une cystéine en position 112 et une cystéine en position 

158, l’ApoE 3 présente une cystéine en position 112 et une arginine en position 158, 
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l’ApoE 4 présente une arginine en position 112 et une arginine en position 158. Les 

porteurs de l’allèle 4 sont plus à risque de développer la MA que les porteurs des 

allèles 2 ou 3 (Chartier-Harlin et al., 2002 ; Michaelson, 2014) probablement parce 

que l’isoforme Apo 4 réalise moins efficacement l’efflux de cholestérol (Michikawa et 

al., 2000 ;Gong et al., 2002 ; Minagawa et al., 2009), parce que l’isoforme Apo 4 

intéragit moins efficacement avec les A que l’isoforme Apo 3 (Ladu et al., 1994 ; 

Ladu et al., 1995) et enfin parce que l’isoforme Apo 4 élimine moins efficacement les 

A(Castellano et al., 2011).  

 

2) Symptômes et diagnostic de la maladie d’Alzheimer  

 

Les premiers signes de la MA sont : une perte légère de mémoire qui n’attire pas 

l’attention (souvent associée à un vieillissement normal) présentant la forme de « Mild 

cognitive impairment » ou trouble neurocognitif léger (TNC). Dans 50% des cas, dans 

une période de 3 ans, ces troubles progressent vers la démence avec apparition des 

troubles fonctionnels reliés à la perte de mémoire. Au cours de l’évolution de la 

maladie, d’autres symptômes apparaissent comme l’aphasie (perturbation du langage), 

l’apraxie (altération de la capacité à réaliser des activités motrices), l’agnosie 

(impossibilité de reconnaître ou d’identifier des objets) et les perturbations des fonctions 

exécutives (faire des projets, avoir une pensée abstraite etc…). De plus, la perte de 

mémoire est plus sévère. A un stade avancé de la maladie, le patient présente des 

troubles du comportement, de la marche et des troubles moteurs. Il devient incapable de 

communiquer. Il s’écoule en moyenne entre 8 et 10 ans entre l’apparition des premiers 

symptômes et la mort du patient (McKhann et al., 1984).  

Le diagnostic probable d’une MA se fait essentiellement sur la base des symptômes 

et sur l’exclusion d’autres pathologies qui peuvent être à l’origine d’une démence (par 

exemple : carence en vitamine B12, neurosyphilis, hypothyroïdie etc…). Des tests 

cognitifs sont utilisés par les praticiens pour évaluer les fonctions cognitives du patient. 

Parmi ces tests, le Mini Mental State Examination (MMSE ou test de Folstein) est le 

plus utilisé. Il est composé de 18 questions et dure environ 5 minutes. Il a pour but de 

tester la capacité du patient à s’orienter dans l’espace et dans le temps, de tester sa 
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capacité d’apprentissage, de calcul, d’attention et de mémorisation. Il vise également à 

évaluer le langage et les praxies constructives. A l’issu de ce test, un score est attribué 

au patient (score compris entre 0 et 30) et permet de déterminer si l’individu souffre de 

problème cognitif et le degré de ce déclin cognitif (léger, modéré, sévère) (Folstein et 

al., 1975). Une IRM cérébrale peut être réalisée pour appuyer le diagnostic. Au stade 

précoce de la maladie, une atrophie de l’hippocampe sera observée et à un stade plus 

avancé, on pourra également observer une atrophie des régions corticales et sous 

corticales. Toutefois, pour un diagnostic formel de la MA, une autopsie du patient devra 

être réalisée pour mettre en évidence la présence des plaques séniles et des 

enchevêtrements neurofibrilliaires (Musicco et al., 2004). Néanmoins, dernièrement 

avec les PET amyloid (e.g. PET-PIB), on est capable de mettre en évidence les dépôts 

de peptides bêta amyloïde dans le cerveau in vivo (Witte et al., 2015). 

 

3) Pathophysiologie de la maladie d’Alzheimer  

 

Les deux caractéristiques de la MA sont la formation des plaques amyloïdes ou 

plaques séniles à l’extérieur des neurones, et la présence d’enchevêtrements 

neurofibrillaires à l’intérieur des neurones encore appelés, dégénérescences 

neurofibrillaires. Les caractéristiques biochimiques de ces deux lésions à savoir, la 

présence du peptide amyloïde dans les plaques séniles et la présence de la protéine tau 

hyperphosphorylée dans les dégénérescences neurofibrillaires, ont été définies dans le 

milieu des années 80 (Glenner et Wong, 1984 ; Brion et al., 1985).  

 

a) Les plaques amyloïdes  

 

Les plaques amyloïdes sont principalement constituées par les peptides A40 et 

A42. La protéine APP est le précurseur de la production des peptides amyloïdes. Le 

gène codant pour APP est situé sur le chromosome 21 et des mutations de ce gène sont 

responsables de la forme familiale de la MA. Ces mutations permettent le clivage de la 

protéine APP préférentiellement en faveur de la production des peptides A et 

notamment d’A42. L’identification de ces mutations a permis de mettre au point des 
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modèles de souris exprimant une protéine APP humaine mutée et qui surproduisent les 

peptides A ou uniquement le peptide A42. Ces souris sont caractérisées par un déclin 

cognitif et présentent une accumulation de plaques amyloïdes dans leur cerveau. Elles 

sont utilisées comme modèle de la MA (Balducci et Forloni, 2011).  

La protéine APP est synthétisée dans le réticulum endoplasmique et elle est 

transportée vers l’appareil de Golgi pour rejoindre la membrane plasmique. Dans 

l’appareil de Golgi, la protéine APP subit des modifications post-traductionnelles 

(Claeysen et al., 2012). Elle peut également rencontrer l’-sécrétase dont l’activité 

principale se trouve associée à la membrane plasmique. L’appareil de Golgi renferme 

également une activité -sécrétase. Cependant, de nombreuses études considèrent que le 

site principal de l’activité -sécrétase est l’endosome tardif. Le transport de la protéine 

APP de l’appareil de Golgi vers la membrane plasmique favorise donc son clivage par 

la voie non-amyloïdogénique (Définie ci-dessous). Une altération de ce transport peut 

donc conduire à une augmentation de la production des A. Une fois insérée à la 

membrane plasmique, la protéine APP peut être endocytosée via un mécanisme 

dépendant de la clathrine (Claeysen et al., 2012). La -sécrétase peut être endocytosée 

par une autre voie contrôlée par ARF6 (ADP Ribosylation Factor 6) (Claeysen et al., 

2012). Les protéines APP et -sécréatase peuvent donc se rencontrer dans les 

endosomes précoces. L’activité -sécrétase est détectée dans les endosomes tardifs et 

dans les lysosomes. L’internalisation de la protéine APP peut donc conduire à une 

augmentation de la production des A. L’endocytose de la protéine APP peut être 

inhibée par son ubiquitination (Claeysen et al., 2012). Il faut savoir que la protéine APP 

peut être transportée des endosomes vers l’appareil de Golgi permettant ainsi une baisse 

de la production des A(Claeysen et al., 2012). Ce transport nécessite l’interaction de 

SorLA (Sorting protein-related receptor with A-type repeats) avec le complexe 

retromer. Inversement, la protéine APP peut être transportée de l’appareil de Golgi vers 

les endosomes via les protéines GGA (Golgi-localized, gamma ear-containing, ADP 

ribosylation factor-binding proteins) ou le complexe AP-4 (Adaptor protein 4) ce qui 

entraîne une augmentation de la production des A (Claeysen et al., 2012). 

La protéine APP est clivée selon deux voies : une voie non-amyloïdogénique et une 

voie amyloïdogénique (Figure 1). 
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Figure 1 : Clivage de la protéine APP selon les voies amyloïdogénique et non-

amyloïdogénique.  

Reproduced with permission from (Querfurth et LaFerla, 2010), Copyright 

Massachusetts Medical Society. 

 

La voie non-amyloïdogénique ne conduit pas à la formation des peptides A et 

par conséquent elle n’est pas considérée comme pathogène. La protéine APP est clivée 

par une -sécrétase ce qui conduit à la formation d’un peptide de 83 acides aminés 

appelé C83. Ce peptide est transmembranaire et correspond à l’extrémité C-terminale de 

la protéine APP. Ce clivage permet la libération dans le milieu extracellulaire d’un APP 

soluble (Selkoe, 2001). 

Le fragment C83 est clivé par le complexe multi-protéique -sécrétase. Ce 

dernier est constitué par les protéines suivantes : présénilines 1 et 2 (PS1 et PS2), la 

nicastrine, APH-1 (Anterior PHarynx defective one) et Presenilin Enhancer 2 (PEN2) 

(De Strooper, 2003). Ce clivage conduit à la production d’un fragment AICD (Amyloid 

IntraCellular Domain) qui est intra-membranaire et permet la libération, dans le milieu 

extracellulaire, d’un peptide de 3 acides aminés appelé P3. Le rôle physiologique des 

différents peptides générés n’a pas été clairement identifié (Selkoe, 2001). 

La voie amyloïdogénique conduit à la production des peptides A notamment A40. 

Cette voie est donc considérée comme pathogène. La protéine APP est coupée par une 

-sécrétase ce qui conduit à la formation d’un fragment intra-membranaire de 99 acides 
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aminés appelé C99 et à la libération, dans le milieu extracellulaire, d’un APP  soluble. 

Le fragment C99 est clivé par le complexe -sécrétase ce qui conduit à la formation des 

peptides amyloïdes et d’un fragment AICD. Des études ont montré que le fragment 

AICD peut intéragir avec la protéine adaptatrice Fe65 et l’histone acetyltransferase 

TIP60 pour réguler l’expression de nombreux gènes qui n’ont pas tous été identifiés 

(Cao et Sudhof, 2001 ; Nalivaeva et Turner, 2013). AICD régule, entres autres, 

l’expression d’APP, de la -sécrétase, de la Stathmin 1 (protéine régulatrice importante 

de la dynamique des microtubules), de gènes impliqués dans le contrôle de la mort 

cellulaire et la dégradation des A (Slomnicki et Lesniak, 2008 ; Pardossi-Piquard et 

Checler, 2012 ; Müller et al., 2013 ; Nalivaeva et Turner, 2013). Des études ont 

également montré qu’AICD est capable d’activer la protéine GSK-3 qui est impliquée 

dans la phosphorylation de la protéine tau, d’induire l’apoptose par un mécanisme 

dépendant de la protéine P53 et d’inhiber la voie de signalisation Wnt suggèrant ainsi 

son rôle dans la régulation de la différenciation et la prolifération des cellules 

neuronales (Ozaki et al., 2006 ; Slomnicki et Lesniak, 2008 ; Zhu et al., 2012). Le 

clivage par le complexe -sécrétase étant très hétérogène, il permet la production de 

diverses espèces de peptides A ayant une taille comprise entre 39 et 43 acides aminés. 

Le peptide majoritairement produit est le peptide A40. Le peptide A42 est une forme 

minoritaire cependant, il est considéré comme plus neurotoxique car il est plus insoluble 

et plus sujet à l’oligomérisation (Selkoe, 2001).  

Pour la formation des plaques amyloïdes, les peptides A doivent s’oligomériser puis 

former des proto-fibrilles. Pour cela, ils doivent passer d’une structure en hélice à une 

structure en feuillet  (Querfurth et Laferla, 2010). 

Les plaques amyloïdes sont présentes principalement dans les régions limbiques du 

cerveau comme l’hippocampe et le complexe amygdalien, mais également dans des 

régions corticales et sous-corticales spécialisées (Selkoe, 2001). 

 

b) Les dégénérescences neurofibrillaires  

 

Les dégénérescences neurofibrillaires sont constituées par l’accumulation de 

fibrilles à l’intérieur des neurones. Ces fibrilles sont composées de filaments appelés 
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paires de filaments appariés en hélice (PHF pour paired helical filament). Ces PHF sont 

constitués d’agrégats de protéines tau hyperphosphorylées (Grundke-Iqbal et al., 1986).  

Les pathologies qui se caractérisent par la présence de dégénérescences 

neurofibrillaires sont appelées des tauopathies. En dehors de la MA, il existe d’autres 

tauopathies comme la trisomie 21 ou syndrome de Down, certains syndromes 

parkinsoniens, certaines démences fronto-temporales et la maladie de Steinert 

(dystrophie musculaire). La distribution cérébrale et le type cellulaire affecté sont 

spécifiques d’une pathologie. Ainsi, dans la MA, les dégénérescences neurofibrillaires 

touchent uniquement les neurones pyramidaux (Lovestone, 2000 ; Buée et Delacourte, 

2002). 

La protéine tau appartient à la famille des MAP pour microtubule-associated-

proteins. Ces protéines sont exprimées principalement au niveau des neurones et sont 

impliquées dans la polymérisation des microtubules. La protéine tau est codée par un 

gène présent sur le chromosome 17. Il existe 6 isoformes de la protéine tau. 3 isoformes 

possèdent 3 domaines de liaison aux microtubules et 3 isoformes possèdent 4 domaines 

de liaison aux microtubules (Lovestone, 2000 ; Buée et Delacourte, 2002). 

La protéine tau interagit avec la tubuline par l’intermédiaire de son domaine C-

terminal composé de séquences répétées (environ 80 résidus sérine et thréonine dont 

une 20aine capables d’être phosphorylés) ce qui permet la polymérisation de la tubuline 

et la formation des microtubules (Figure 2) (Lovestone, 2000 ; Buée et Delacourte, 

2002). 

La phosphorylation de la protéine tau permet de diminuer son affinité pour les 

microtubules et ainsi permet la dépolymérisation de ces derniers (Figure 2). Les 

protéines capables de phosphoryler tau sont, entre autres, les protéines du groupe PDK 

(proline-directed protein kinase). Ce groupe est composé par les CDK (kinases 

dépendantes de cyclines), la GSK-3 (glycogen synthase kinase -3) et les protéines de la 

famille des MAPK (mitogen-activated proteins). Ces enzymes sont capables de 

phosphoryler tau au niveau d’un résidu sérine ou thréonine suivis d’une proline 

(Lovestone, 2000 ; Buée et Delacourte, 2002). 

La régulation de l’état de phosphorylation de la protéine tau se fait par un 

mécanisme de phosphorylation/déphosphorylation. La déphosphorylation de la protéine 
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tau est réalisée par les phosphatases 1, 2A et 2B (Lovestone, 2000 ; Buée et Delacourte, 

2002). 

La protéine tau est très abondante dans les axones des neurones et permet 

l’assemblage et la stabilité des microtubules. Elle participe au transport axonal qui est le 

processus par lequel les vésicules et les organelles sont transportés du corps cellulaire 

vers la partie distale des neurones. La protéine tau hyperphosphorylée a peu d’affinité 

pour les microtubules et s’agrège pour donner des PHF qui conduiront à la formation 

des dégénérescences neurofibrillaires (Figure 2) (Lovestone, 2000 ; Buée et Delacourte, 

2002). 

 

 

Figure 2 : Stabilisation des microtubules par la protéine tau.  

La protéine tau est associée aux microtubules et permet leur stabilisation. Lorsqu’elle 

est hyperphosphorylée par les protéines GSK-3 ou CDK, elle va perdre son affinité 

pour les microtubules conduisant ainsi à leur déstabilisation. Le transport axonal va 
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donc être perturbé. Les protéines tau hyperphosphorylées vont s’associer pour donner 

des Paired helical filaments qui conduiront à la formation des dégénérescences 

neurofibrillaires. Reproduced with permission from (Querfurth et LaFerla, 2010), 

Copyright Massachusetts Medical Society.  

 

Des études ont montré qu’il n’existe aucune relation entre le polymorphisme de la 

protéine tau et la forme tardive de la MA. Cependant, le nombre et la localisation des 

neurofibrilles sont caractéristiques de la sévérité de la MA (Lovestone, 2000 ; Buée et 

Delacourte, 2002). 

 

4) Traitements  

 

A l’heure actuelle, il n’existe aucun traitement permettant de guérir de la MA. 

En revanche, deux classes pharmacologiques de médicaments sont disponibles pour 

permettre de contrôler les symptômes et de retarder l’institutionnalisation. Les 

inhibiteurs de l’acétylcholinestérase (donepézil, rivastigmine, galantamine) permettent 

d’empêcher la dégradation de l’acétylcholine dont les niveaux sont diminués dans la 

MA. Ils sont utilisés au stade léger, modéré et modérément sévère de la MA.  

La mémantine est utilisée comme antagoniste du récepteur NMDA (N-méthyl-

D-aspartique) du glutamate. Cet antagoniste permet d’éviter une suractivation du 

récepteur et donc, une excitotoxicité. La mémantine est utilisée au cours des stades 

modérés, modérément sévères et sévères de la MA. Toutes ces molécules permettent 

d’améliorer l’aspect clinique global du patient. En revanche, elles n’ont pas d’effet sur 

l’évolution de la maladie ni sur la mortalité.  

Des psychotropes comme les antidépresseurs, les benzodiazépines et les 

neuroleptiques pourront être utilisés pour traiter les troubles du comportement. Enfin, 

des thérapies non médicamenteuses comme l’ergothérapie, l’orthophonie, 

l’aromathérapie, la musicothérapie etc… peuvent être utilisées pour stimuler les 

fonctions cognitives restantes afin d’améliorer la qualité de vie des patients.  

Actuellement, de nouveaux traitements pour la MA sont en cours d’évaluation. 

Ainsi, des inhibiteurs des -sécrétases, utilisés pour réduire la production des peptides 
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A, sont en cours d’évaluation clinique. Il en est de même pour l’immunothérapie 

dirigée contre les peptides A ou contre la protéine Tau dont le but est de réduire, 

respectivement, la formation des plaques amyloïdes et l’agrégation de la protéine Tau. 

Le stress oxydant et l’inflammation étant impliqués dans la MA, l’utilisation de 

molécules anti-oxydantes et anti-inflammatoires a été envisagée. Les essais cliniques 

réalisés pour tester les anti-oxydants suivants : vitamine C, vitamine E, coenzyme Q10, 

acide -lipoïque, oméga-3 et sélénium ont donné des résultats plutôt décevants. Les 

études cliniques réalisées pour évaluer les effets des anti-inflammatoires non stéroïdiens 

pour le traitement de la MA n’ont pas montré de résultats concluants. Certains produits 

naturels ayant entre autres des propriétés anti-oxydantes et anti-inflammatoires ont été 

évalués pour leur utilisation dans le traitement de la MA. Ainsi, les polyphénols 

alimentaires comme la resvératrol, le curcumin et les catéchines de thé ont montré un 

intérêt thérapeutique au cours d’essais pré-cliniques. Les phytoestrogènes semblent 

intéressantes pour améliorer le déclin cognitif des patients atteints de la MA. De 

nombreuses études cliniques ont été réalisées pour tester l’utilisation du Ginkgo biloba 

dans la MA. Des méta-analyses regroupant les résultats de plusieurs essais cliniques ont 

montré que le Ginkgo peut potentiellement ralentir le déclin cogitif chez les patients 

atteints de la MA (Piau et al., 2011 ; Geldenhuys et Darvesh, 2015).  

 

II. Cholestérol et maladie d’Alzheimer  

 

Les principaux facteurs de risque modifiables de la MA sont : le diabète, 

l’hypertension artérielle, l’obésité, le tabagisme, la dépression, le faible niveau 

d’instruction et l’inactivité physique (source : Société Alzheimer Canada).  

De plus, des études épidémiologiques ont montré que l’hypercholestérolémie est un 

facteur de risque pour la forme sporadique de la MA (Xue-Shan et al., 2016). En outre, 

des études réalisées in vitro et in vivo ont montré que l’activité des sécrétases, à 

l’origine de la production des peptides amyloïdes, est régulée par les niveaux de 

cholestérol plus particulièrement dans la membrane. Ainsi, une augmentation des 

niveaux de cholestérol cellulaire et membranaire, surtout au niveau des radeaux 
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lipidiques, conduirait à une augmentation des activités  et sécrétases et donc, à une 

augmentation de la production des peptides amyloïdes (Xue-Shan et al., 2016). Il en 

résulterait une accumulation de plaques amyloïdes suggérant un lien entre le 

métabolisme du cholestérol et le développement de la MA.  

 

1) Le cholestérol 

 

Bien que le cerveau ne représente que 2 % du poids total du corps, il renferme 

environ 20 % du cholestérol corporel total (Mahley, 2016). Le cholestérol est donc un 

composé essentiel du système nerveux central (SNC). Le cholestérol périphérique est 

essentiellement synthétisé par le foie (80 %) mais il peut également être apporté par 

l’alimentation (20%). Du fait de son hydrophobicité, le cholestérol périphérique est 

incapable de traverser la barrière hémato-encéphalique ce qui oblige le SNC à 

synthétiser son propre cholestérol. Ce dernier est synthétisé, principalement, au niveau 

des astrocytes. La synthèse du cholestérol étant trop coûteuse en énergie, les neurones 

auraient transférés cette activité aux astrocytes afin de consacrer leur énergie à la 

transmission nerveuse. Cette synthèse met en jeu une vingtaine d’enzymes et débute par 

la condensation de deux molécules d’acétyl-CoA pour former de l’acétoacétyl-

coenzyme A (Figure 3). Ce dernier réagit avec une nouvelle molécule d’acétyl-CoA 

pour former du HMG-CoA (-hydroxy--méthyl-glutarylcoenzyme A). Le HMG-CoA 

formé est ensuite réduit par la HMG-CoA réductase en mévalonate. Cette étape étant 

limitante pour la synthèse du cholestérol, elle est la cible des statines dont le but est de 

réduire les niveaux de cholestérol plasmatique (hypolipémiant) pour le traitement des 

maladies cardiovasculaires. Après une succession de réactions, le mévalonate est 

transformé en squalène puis en cholestérol.  
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Figure 3 : Biosynthèse du cholestérol 

Il existe deux voies de biosynthèse du cholestérol : la voie de Bloch et la voie de 

Kandutsch-Russell. Cependant, les premières étapes de biosynthèse du cholestérol sont 

communes aux deux voies. En effet, la synthèse débute par la réaction de l’acétoacétyl-

coenzyme A avec une molécule d’acétyl-CoA ce qui permet la formation du HMG-coA. 

Le HMG-CoA formé est ensuite réduit par la HMG-CoA réductase en mévalonate. 

Après une succession de réaction, le mévalonate est transformé en lanostérol qui est le 

point de départ des voies de Bloch et de Kandutsch-Russell. Dans la voie de Bloch, la 

synthèse du cholestérol passe par la formation de desmostérol alors que dans la voie de 

Kandutsch-Russell, la synthèse du cholestérol passe par la formation de 7-

déhydrocholestérol. Les statines comme la lovastatine sont des inhibiteurs compétitifs 

de la HMG-coA réductase et permettent de bloquer l’étape limitante de la biosynthèse 

du cholestérol. (Singh et al., 2013)  

 

Il est à noter qu’une faible quantité de cholestérol périphérique est capable de 

pénétrer dans le SNC sous forme d’oxystérol. En effet, le foie est capable de 

transformer le cholestérol en un composé plus hydrosoluble, le 27-hydroxycholestérol 

grâce à une enzyme, la CYP27A1. Ce composé peut traverser la barrière hémato-

encéphalique pour rejoindre le cerveau où il est utilisé.  
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Un régime riche en cholestérol pourrait conduire à une altération de la barrière 

hémato-encéphalique contribuant ainsi à l’entrée du cholestérol périphérique dans le 

SNC. En effet, une étude a montré que la perméabilité de la barrière hémato-

encéphalique est augmentée chez les lapins qui ont reçu une alimentation riche en 

cholestérol (Jiang et al., 2012). De plus, l’intégrité de la barrière hémato-encéphalique 

serait perturbée chez les lapins néo-zélandais ayant reçu un régime riche en cholestérol 

du fait d’une baisse de l’expression des protéines des tight junction (Chen et al., 2008a). 

Suite à l’altération de la barrière hémato-encéphalique, des composés neurotoxiques 

provenant du sang pourrait s’accumuler dans le cerveau et provoquer des perturbations 

neuronales. Tous ces évènements pourraient participer au développement de la MA 

d’autant plus que le dysfonctionnement de la barrière hémato-encéphalique est un 

évènement clé dans le développement et la progression de cette maladie (Xue-Shan et 

al., 2016).  

 

2) Relation entre le cholestérol et la maladie d’Alzheimer  

 

L’importance de l’homéostasie du cholestérol pour le bon fonctionnement du 

système nerveux central a pu être mise en évidence par l’étude de la maladie de 

Niemann-Pick type C (NPC). Cette maladie est provoquée par des mutations 

autosomales récessives dans les gènes Npc1 et Npc2 codant pour des transporteurs 

intracellulaires du cholestérol. Ainsi, le transport du cholestérol et des lipides est altéré 

dans cette maladie ce qui entraîne une accumulation de cholestérol et de lipides dans les 

lysosomes. Il en résulte une baisse de la disponibilité membranaire de ces molécules et 

une diminution des précurseurs de la synthèse des stéroïdes. La maladie de NPC se 

caractérise essentiellement par une neurodégénérescence progressive ce qui indique que 

le cholestérol joue un rôle important dans le cerveau et pourrait être impliqué dans 

d’autres maladies neurodégénératives comme la MA. 

Des études ont montré que le cholestérol est présent dans les plaques séniles matures 

selon un rapport d’une molécule de cholestérol pour une molécule de A (Mori et al., 

2001 ; Panchal et al., 2010). Ces études vont donc dans le sens d’une implication du 

cholestérol dans la MA. L’étude réalisée par Martins et ses collaborateurs suppose que 
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le cholestérol participerait à la transformation des fibrilles amyloïdes matures qui sont 

inertes en oligomères amyloïdes solubles qui sont toxiques (Martins et al., 2008). Au 

sein des plaques séniles matures, le cholestérol pourrait donc agir comme une molécule 

permettant la re-solubilisation des A, les rendant doublement toxiques.  

L’implication du cholestérol dans la MA a été démontrée par des études réalisées in 

vitro et in vivo chez l’animal ainsi que par des études épidémiologiques. Les études 

réalisées in vitro et in vivo sont les plus convaincantes quant à la relation existante entre 

le cholestérol et la MA. A l’inverse, les études épidémiologiques réalisées sur le sujet 

donnent des résultats contradictoires qui peuvent être expliqués par la taille des 

échantillons, par les habitudes de vie des sujets, et par l’hétérogénéité du groupe de 

patients souffrant de la MA. En effet, ce groupe peut être composé de sujets présentant 

une MA au stade léger, modéré ou sévère. Au sein de la membrane plasmique, le 

cholestérol n’est pas distribué de manière homogène mais, il se concentre dans des 

domaines membranaires que l’on appelle : radeaux lipidiques. Ces derniers permettent, 

entre autres, de concentrer les molécules nécessaires à la transmission du signal. Des 

études ont montré que les sécrétases, impliquées dans le clivage de la protéine APP, 

peuvent être présentes ou non dans les radeaux lipidiques (Figure 4). Ainsi, les  et 

sécrétases sont préférentiellement localisées dans les radeaux lipidiques alors que l’ 

sécrétase est plutôt localisée en dehors des radeaux lipidiques (Figure 4) (Hicks et al., 

2012).  
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Figure 4 : Localisation des sécrétases au niveau de la membrane plasmique (Hicks 

et al., 2012). 

Le cholestérol étant une des composantes principales des radeaux lipidiques, son 

niveau membranaire pourrait avoir un effet sur l’activité des sécrétases et ainsi, 

favoriser la production des A. Une étude réalisée in vitro, sur des neurones, a pu 

montrer qu’une augmentation des niveaux de cholestérol membranaire conduit à une 

localisation de la protéine APP préférentiellement dans les radeaux lipidiques et ainsi, 

permet un rapprochement entre APP et BACE-1 entraînant donc, une augmentation de 

la production des A (Marquer et al., 2011). Les résultats de cette étude permettent de 

conclure que les niveaux de cholestérol membranaire peuvent réguler la production des 

Aen favorisant le contact entre APP et les -sécrétases plutôt qu’en agissant 

directement sur l’activité des sécrétases.  

Une étude réalisée in vitro, sur des astrocytes, a montré que le traitement de ces 

cellules par du cholestérol conduit à une augmentation de la production du peptide C99 

et du fragment APP soluble qui sont les produits de clivage de APP par les -sécrétase 

(Avila-Munõz et Arias, 2015). Le cholestérol favoriserait donc le clivage 

amyloïdogénique de la protéine APP dans les astrocytes. Les auteurs montrent 

également que l’exposition des astrocytes à du cholestérol conduit à une augmentation 

de la production des espèces réactives de l’oxygène (ROS) lesquelles seraient 
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impliquées dans l’expression de APP. Le cholestérol pourrait donc agir à deux niveaux 

pour augmenter la production des A. D’une part, il pourrait augmenter la production 

des ROS et ainsi augmenter l’expression d’APP et d’autre part, il pourrait favoriser 

l’interaction entre APP et BACE-1 favorisant ainsi le clivage amyloïdogénique d’APP.  

Une étude réalisée sur des neurones en culture a montré qu’une augmentation de 

30 % des niveaux de cholestérol membranaire, identique à celle observée dans le 

cerveau des personnes atteintes de la MA, conduit à des changements phénotypiques 

similaires à ceux observables à des stades précoces de la forme sporadique de la MA. A 

savoir : surproduction des A42, agrandissement des endosomes, déficit du transport 

vésiculaires et modification de l’expression des gènes (Marquer et al., 2014).  

La protéine APP possède un domaine de liaison au cholestérol et l’interaction 

d’APP avec le cholestérol pourrait favoriser le clivage amyloïdogénique de cette 

protéine (Barrett et al., 2012). En effet, les auteurs supposent que l’interaction 

APP/cholestérol permettrait la localisation d’APP dans les radeaux lipidiques qui 

contiennent les  et -sécrétase favorisant ainsi le clivage amyloïdogénique. La liaison 

du cholestérol à APP pourrait également favoriser la reconnaissance de cette protéine 

par les sécrétases ou encore favoriser sa catalyse.  

Le site de liaison d’APP au cholestérol est adjacent au site de clivage de l’-sécrétase. 

De ce fait, le clivage par cette enzyme pourrait être réduit par la liaison du cholestérol à 

l’APP (Barrett et al., 2012).  

Une baisse de 70 % des niveaux de cholestérol cellulaire par la lovastatine ou le 

méthyl-cyclodextrine (MCD) conduit à une inhibition de la production des A 

(Simons et al., 1998).  

D’autres travaux ont montré que l’exposition des astrocytes à du cholestérol 

induit une baisse de la sécrétion de APP et une diminution de la viabilité cellulaire 

suggérant que de fortes concentrations en cholestérol peuvent inhiber le clivage non-

amyloïdogénique de APP et ainsi, induire une neurotoxicité (Xiu et al., 2006). A 

l’inverse, le traitement des astrocytes par la lovastatine, dans le but de réduire les 

niveaux de cholestérol cellulaire, entraîne une augmentation de la production d’APP et 

permet donc, de favoriser le clivage par l’-sécrétase (Xiu et al., 2006).  
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Le rôle du cholestérol dans la production des A a été confirmé par une étude 

réalisée sur des plaquettes isolées à partir de sang humain (Shi et al., 2011). Les 

plaquettes sont utilisées comme modèle cellulaire pour étudier le métabolisme d’APP 

car ces cellules expriment cette protéine et possèdent toute la machinerie enzymatique 

nécessaire à son clivage. Le -sitostérol est le stérol de plante le plus commun. Il est 

utilisé pour réduire les niveaux de cholestérol cellulaire. Les résultats obtenus montrent 

que le -sitostérol diminue l’activité des  et -sécrétase ainsi que la production des 

Apar les plaquettes en agissant sur la composition en cholestérol membranaire. Le -

sitostérol possèderait la même structure que le cholestérol et pourrait entrer en 

compétition avec lui pour s’intégrer à la membrane plasmique (Shi et al., 2011). Ces 

résultats ont été confirmés par une étude réalisée sur des cellules d’hippocampe de 

souris. La substitution du cholestérol membranaire par du -sitostérol permet de 

favoriser la voie non-amyloïdogénique d’APP en relocalisant cette protéine dans les 

domaines non-rafts (Wang et al., 2013a). 

Les résultats obtenus in vitro, sur le rôle du cholestérol dans la MA, ont été confirmés 

par des études réalisées in vivo chez l’animal. Ainsi, une hypercholestérolémie induite 

par un régime riche en graisse entraîne chez le lapin une accumulation de peptides 

amyloïdes (Sparks et al., 1994) et une augmentation d’ApoE dans leur cerveau (Sparks 

et al., 1995). Cette apolipoprotéine est le principal transporteur du cholestérol dans le 

SNC. Elle est également capable d’interagir avec les A pour permettre leur transport et 

leur élimination. Chez le lapin, une hypercholestérolémie pourrait induire une 

augmentation des niveaux de cholestérol dans leur cerveau, par un mécanisme inconnu, 

ce qui conduirait à une augmentation des niveaux d’A ainsi qu’à une augmentation 

d’ApoE par un mécanisme compensatoire.  

Ces résultats supposent que les niveaux de cholestérol plasmatique peuvent avoir un 

effet sur la production cérébrale des A. Ainsi, Refolo et ses collaborateurs ont montré 

que chez la souris APP/PS1 (utilisée comme modèle de MA), l’hypercholestérolémie 

induite par un régime riche en cholestérol entraîne un clivage de la protéine APP en 

faveur de la voie amyloïdogénique. En effet, les résultats montrent une baisse de la 

libération du fragment APP et une augmentation de la libération du fragment -CTF. 

Il en résulte une augmentation des niveaux de peptides A dans le SNC ainsi qu’une 

augmentation de la taille et du nombre de dépôts amyloïdes (Refolo et al., 2000). Ces 
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résultats sont confirmés par l’administration aux souris APP/PS1 du composé 

BM15.766 (un hypolipémiant efficace) pour réduire les niveaux de cholestérol 

plasmatique. Les souris traitées présentent une baisse des niveaux de peptides A et une 

baisse de la charge amyloïde dans leur cerveau. Ces baisses sont dues à un clivage de la 

protéine APP en faveur de la voie non-amyloïdogénique (Refolo et al., 2001).  

Une autre étude réalisée chez la souris a permis de montrer que les statines 

peuvent être efficaces pour réduire la charge amyloïde. Dans cette étude, les souris 

TgCRND8 exprimant la protéine APP humaine et utilisées comme modèle de MA ont 

été traitées par la lovastatine (statine lipophile) ou par la pravastatine (statine 

hydrophile). Les résultats montrent que ces deux statines favorisent le clivage non-

amyloïdogénique de la protéine APP (baisse des niveaux de peptide A et augmentation 

de la libération d’APP). Cependant, la lovastatine augmente l’inflammation cérébrale 

(augmentation des niveaux d’IL-1 et de TNF) ce qui remet en cause sont utilisation 

pour le traitement de la MA (Chauhan et al., 2004).  

Chez le rat, l’hypercholestérolémie est capable d’induire une pathologie de type 

Alzheimer avec dysfonctionnement du système cholinergique, augmentation des 

peptides -amyloïde et de la phosphorylation de la protéine tau, inflammation, micro-

saignement et déclin cognitif (Ullrich et al., 2010).  

Ces résultats indiquent qu’il existe une relation entre les niveaux de cholestérol 

périphérique et la MA. Ils ont pu être confirmés par une étude réalisée chez la souris 

ayant reçu une injection de peptide A25-35 dans ses ventricules cérébraux afin d’induire 

une neuroinflammation comme c’est aussi le cas dans la MA. Chez ces souris, 

l’hypercholestérolémie induite par un KO d’ApoE et par un régime riche en cholestérol 

permet d’accélérer l’accumulation des A, la phosphorylation de tau et l’activation des 

cellules microgliales. De plus, l’hypercholestérolémie permet d’accentuer le déclin 

cognitif chez ces animaux (Park et al., 2013). Cette étude suggère que 

l’hypercholestérolémie pourrait aussi accélérer l’évolution de la MA. A l’inverse, une 

diminution des niveaux de cholestérol périphérique pourrait diminuer les signes de la 

MA. Ainsi, les souris Tg19959, exprimant la protéine APP humaine mutée, présentent 

une baisse du déficit de mémoire, une réduction des dépôts amyloïdes et de la 

phosphorylation de tau ainsi qu’une diminution de la microgliose lorsqu’elles sont 
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traitées par l’hydroxypropyl--cyclodextrine utilisé pour réduire les niveaux de 

cholestérol membranaire (Yao et al., 2012).  

Pour réduire les niveaux de cholestérol dans le cerveau, la CYP46A1 peut être 

surexprimée. Cette enzyme transforme le cholestérol en 24-S-hydroxycholestérol qui est 

capable de traverser la barrière hémato-encéphalique. Ce mécanisme est utilisé pour 

éliminer le cholestérol du SNC. Les souris APP et APP/PS1, utilisées comme modèle de 

MA, qui sur-expriment la CYP46A1 avant ou après l’apparition des plaques amyloïdes, 

présentent une baisse des dépôts amyloïdes. La surexpression de la CYP46A1 permet de 

diminuer la concentration en cholestérol et ainsi, de réduire le recrutement d’APP et de 

PSEN1 dans les radeaux lipidiques conduisant ainsi à une baisse du clivage par la 

sécrétase (Hudry et al., 2010). 

Les études réalisées chez l’homme ont donné des résultats contradictoires c’est 

pourquoi le rôle du cholestérol dans la MA reste controversé. Certaines études ont 

montré qu’une augmentation des niveaux de cholestérol en milieu de vie augmenterait 

les risques de développer la MA (Kivipelto et al., 2001 ; Whitmer et al., 2005 ; 

Solomon et al., 2009). A l’inverse, certaines études montrent que les niveaux de 

cholestérol sérique ne sont pas associés à un risque de développer la MA (Tan et al., 

2003 ; Li et al., 2005 ; Stewart et al., 2007). Certaines études ont montré que la prise de 

statines permet de réduire les risques de développer la MA (Jick et al., 2000 ; Wolozin 

et al., 2000 ; Cramer et al., 2008) cependant, ces résultats restent controversés (Vos et 

Nehrlich, 2009). Une étude a montré que l’environnement en début de vie a un effet sur 

la structure vasculaire cérébrale et sur sa capacité à éliminer les A (Hawkes et al., 

2015). Ainsi, les personnes âgées ayant une histoire d’hypercholestérolémie ont des 

niveaux d’A vasculaires plus élevés que les personnes âgées ayant des niveaux de 

cholestérol normaux. De plus, les auteurs montrent que l’exposition prénatale à un 

régime riche en graisse conduit à une altération des structures vasculaires cérébrales et à 

une baisse de leur capacité à éliminer les Achez l’adulte (Hawkes et al., 2015). Des 

études ont montré que les niveaux de cholestérol sérique sont inchangés entre les 

groupes Alzheimer et contrôle (Kuo et al., 1998 ; Popp et al., 2012), que les niveaux de 

cholestérol sont significativement diminués chez les personnes présentant la maladie 

d’Alzheimer par rapport aux sujets contrôle (Romas et al., 1999 ; Wood et al., 2014) ou 

que les niveaux de cholestérol sont significativement plus élevés chez les personnes 
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présentant la maladie d’Alzheimer que chez les sujets contrôle (Popp et al., 2013). En 

ce qui concerne les niveaux de cholestérol dans le cerveau des personnes Alzheimer, 

des études ont montré qu’ils peuvent être augmentés, diminués ou inchangés par rapport 

à ceux des personnes en santé (Wood et al., 2005). Les résultats contradictoires, obtenus 

au cours de ces études, peuvent probablement être expliqués par l’hétérogénéité du 

groupe de patients étudiés et par le fait que la définition des stades cliniques de la MA 

est encore relativement floue. 

Le mécanisme par lequel le cholestérol périphérique a un effet sur les fonctions 

cérébrales et sur la MA n’est pas connu. Cependant, on peut penser que les oxystérols, 

comme le 27-hydroxycholestérol, puissent être le lien manquant. En effet, au niveau du 

foie, le cholestérol peut être transformé en 27-hydroxycholestérol par l’action de 

l’enzyme CYP27A1. Contrairement au cholestérol, le 27-hydroxycholestérol est 

capable de traverser la barrière hémato-encéphalique. De plus, un régime riche en 

cholestérol peut entraîner une perturbation du fonctionnement de la barrière hémato-

encéphalique conduisant probablement à un passage de cholestérol périphérique vers le 

SNC. Ce mécanisme pourrait expliquer comment le cholestérol périphérique peut avoir 

un effet sur le SNC et sur le développement de la MA.  

 

III. Le transport du cholestérol  

 

1) Transport du cholestérol dans le système nerveux central 

 

Dans le cerveau, le cholestérol est principalement synthétisé par les astrocytes puis, 

il est transporté vers les neurones où il sera utilisé. Le transport du cholestérol se fait par 

l’intermédiaire de lipoprotéines sécrétées par les astrocytes.  

L’efflux du cholestérol des astrocytes vers un accepteur du cholestérol se fait par 

l’intermédiaire des transporteurs ABCA1 et ABCG1 (Liu et al., 2010 ; Mahley, 2016). 

Ces deux transporteurs sont exprimés par les astrocytes et les neurones. Ils font partie de 

la famille des transporteurs ABC qui est composée de 49 protéines réparties dans 7 



23 
 

sous-classes (de A à G). Les protéines appartenant à cette famille transportent de 

nombreux matériaux comme des ions, des médicaments, des peptides, des protéines, des 

sucres et des lipides (Liu et al., 2010).  

Dans le SNC, le principal accepteur du cholestérol est l’ApoE qui est 

essentiellement synthétisée par les astrocytes. Il faut savoir que l’ApoE périphérique est 

incapable de traverser la barrière hémato-encéphalique et ne peut donc pas être utilisée 

par le SNC (Figure 5) (Pfrieger et Ungerer, 2011 ; Hottman et al., 2014 ; Mahley, 

2016). L’Apolipoprotéine J (ApoJ), encore appelée clusterin, est également présente 

dans le cerveau. Elle est exprimée par les astrocytes mais des études ont pu montrer 

qu’elle est présente dans des sous populations de neurones chez les rongeurs et 

l’homme. Elle est également impliquée dans le transport du cholestérol (Pfrieger et 

Ungerer, 2011 ; Mahley, 2016). A l’inverse, l’apolipoprotéine A1 (ApoA-I) 

périphérique est capable de traverser la barrière hémato-encéphalique sous sa forme 

pauvre en lipides. Elle peut donc être utilisée comme accepteur du cholestérol dans le 

SNC et participe ainsi à l’efflux du cholestérol (Figure 5) (Hottman et al., 2014 ; 

Mahley, 2016).  

Le transporteur ABCA1 permet de transporter le cholestérol et les phospholipides 

vers une apolipoprotéine pauvre en lipides pour former une lipoprotéine naissante. Les 

lipoprotéines formées ont une structure discoïdale, une taille comprise entre 8 et 17 nm 

et leur densité est similaire à celle des HDL périphériques. C’est pourquoi, on les 

appelle des particules de type HDL (Figure 5) (Pfrieger et Ungerer, 2011).  

La LCAT (lécithine cholestérol acyl transférase), qui est l’enzyme permettant 

d’estérifier le cholestérol présent dans les lipoprotéines, est exprimée dans le SNC par 

les neurones et les astrocytes. Elle est capable d’estérifier le cholestérol des 

lipoprotéines discoïdales pour former des particules sphériques (Figure 5) (Mahley, 

2016). La présence de CETP (Cholesterol Ester Transfer Protein) dans le SNC est 

encore controversée (Hottman et al., 2014). En périphérie, cette protéine permet aux 

HDL d’échanger du cholestérol estérifié avec les autres lipoprotéines et ainsi, elle 

participe aux mécanismes de maturation des HDL. Sa présence étant controversée dans 

le SNC, les mécanismes de maturation des HDL, dans le cerveau, ne sont pas connus. 

Contrairement à ABCA1 qui transporte le cholestérol vers des apolipoprotéines pauvre 
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en lipides, le transporteur ABCG1 transporte le cholestérol vers des particules HDL dèjà 

formées (Mahley, 2016). 

Les particules de type HDL vont entrer dans les neurones par une endocytose 

médiée par des récepteurs spécifiques. Il existe deux récepteurs impliqués dans l’entrée 

du cholestérol dans les neurones. Il s’agit de LDLR (LDL receptor) et de LRP1 (low-

density lipoprotein receptor-related protein-1). LDLR est exprimé dans les neurones et 

les cellules gliales alors que LRP1 est exprimés principalement par les neurones (Figure 

5) (Pfrieger et Ungerer, 2011 ; Mahley 2016).  

 

 

Figure 5 : Transport du cholestérol dans le SNC (Hottman et al., 2014) 

Le cholestérol (FC) est principalement synthétisé par les astrocytes, et le cholestérol en 

excès peut être estérifié par l’ACAT pour être stocké sous forme de gouttelettes 

lipidiques. L’efflux du cholestérol est réalisé par les transporteurs ABCA1 et ABCG1 

vers un accepteur du cholestérol. Dans le SNC, le principal accepteur du cholestérol est 

l’ApoE qui est synthétisée principalement par les astrocytes. Il se forme alors une 

particule de type HDL discoïdale. Le cholestérol présent dans cette particule va être 

estérifié par la LCAT ce qui conduit à la formation d’une particule HDL intermédiaire 

(sphérique). La présence de CETP dans le SNC est encore controversée, de ce fait, les 
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mécanismes de maturation des HDL ne sont pas connus. Les particules HDL peuvent 

être modifiées par interaction avec les récepteurs SR-B1, LDLR et LRP. Les HDL 

pourront entrer dans les neurones par un mécanisme d’endocytose médiée par les 

récepteurs LDLR et LRP1 ce qui permettra l’apport de cholestérol aux neurones. Dans 

les neurones, le cholestérol en excès peut être estérifié par l’ACAT et stocké sous forme 

de gouttelettes lipidiques. Il peut également être transporté à l’extérieur des cellules via 

les transporteurs ABCA1, ABCG1 et ABCG4 (non présent sur la figure mais exprimé 

également par les neurones) vers un accepteur du cholestérol (ApoE). Il est à noter que 

l’ApoE périphérique ne peut pas traverser la barrière hémato-encéphalique et ne peut 

donc pas être utilisée par le cerveau. En revanche, l’ApoA-I périphérique est capable de 

traverser la barrière hémato-encéphalique de ce fait, elle peut participer au métabolisme 

des HDL dans le SNC.  

FC = Cholestérol libre, CE = Cholestérol estérifié, PL = Phospholipides, TG = 

Triglycérides, BBB = Barrière hémato-encéphalique 

 

Dans les neurones, le cholestérol en excès peut être estérifié par l’ACAT1 (Acetyl-coA 

acyltransferase 1), encore appelée SOAT1 (sterol O-acyl transferase 1), et stocké dans 

des goulettes lipidiques. Dans le cerveau, l’ACAT1 est exprimée dans les neurones et 

les astrocytes (Figure 6) (Pfrieger et Ungerer, 2011).  

Le cholestérol en excès peut également être oxydé en 24-S-hydroxycholestérol encore 

appelé, cérébrostérol. Cette réaction est catalysée par la cholestérol-24-hydroxylase 

(CYP46A1) qui appartient à la famille des cytochromes P450. Celle-ci est exprimée 

dans les neurones mais pas dans les astrocytes. Le 24-S-hydroxycholestérol est lipophile 

et peut donc traverser la membrane plasmique des neurones. Il est également capable de 

traverser la barrière hémato-encéphalique pour rejoindre la périphérie. Il est le principal 

mécanisme d’élimination du cholestérol par le SNC (Figure 6) (Pfrieger et Ungerer, 

2011 ; Mahley, 2016).  

Le cholestérol, en excès dans les neurones, peut également être transporté via les 

transporteurs ABCA1, ABCG1 et ABCG4 vers un accepteur du cholestérol. Les 

particules de type HDL formées peuvent entrer dans les astrocytes par un mécanisme 

d’endocytose induit par l’interaction de la particule avec le récepteur des LDL (Figure 

6) (Pfrieger et Ungerer, 2011).  
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Figure 6 : Homéostasie du cholestérol cellulaire (Martin et al., 2014) 

Le cholestérol synthétisé par les astrocytes est transporté vers les neurones sous forme 

de lipoprotéines. Il peut entrer dans les neurones par un mécanisme d’endocytose 

médiée par un récepteur. Les protéines NPC1 et NPC2 permettent au cholestérol de 

quitter le système endosome/lysosome pour qu’il puisse être disponible pour la cellule. 

Le cholestérol peut également être synthétisé par la cellule à partir d’acétyl-coA. Le 

cholestérol en excès peut être estérifié et stocké dans des gouttelettes lipidiques, être 

oxydé en 24-S-hydroxycholestérol ce qui lui permet de traverser la membrane cellulaire 

ou être transporté à l’extérieur de la cellule via un transporteur ABC. 
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2)  Le transport du cholestérol en périphérie 

 

Le SNC n’est pas totalement isolé de la périphérie puisque du cholestérol 

périphérique est capable de pénétrer dans le cerveau sous forme de 27-

hydroxycholestérol (Heverin et al., 2005 ; Gamba et al., 2015). De plus, l’ApoA-1 est 

capable de traverser la barrière hémato-encéphalique pour entrer dans le SNC où elle 

pourra participer au transport du cholestérol. Une altération de l’ApoA-1 périphérique 

peut donc conduire à une altération de l’efflux du cholestérol en périphérie et dans le 

cerveau. Par conséquent, une altération de l’efflux du cholestérol périphérique pourrait 

refléter une altération de l’efflux du cholestérol dans le SNC. 

L’efflux du cholestérol est réalisé par toutes les cellules périphériques cependant 

l’efflux du cholestérol à partir des macrophages est le mécanisme le plus étudié car il est 

associé au développement du processus d’athérosclérose (Khera et al., 2011 ; Rohatgi et 

al., 2014 ; Yamamoto et al., 2016). En effet, cette pathologie se caractérise par 

l’accumulation de lipides dans les macrophages ce qui conduit à la formation de cellules 

spumeuses et au dépôt de plaques d’athérome dans les artères. 

L’efflux du cholestérol peut se faire par des mécanismes passif et actif. La diffusion 

passive permet de transporter le cholestérol libre de la membrane plasmique vers les 

HDL qui sont utilisées comme accepteurs du cholestérol. Ce processus semble être 

important pour l’élimination des lipides des macrophages spumeux. Le mécanisme à 

l’origine de ce processus n’est pas bien connu et un transporteur encore non-identifié 

pourrait y participer (Favari et al., 2015). Les mécanismes actifs permettant l’efflux du 

cholestérol font intervenir les transporteurs ABCA1 et ABCG1. Le transporteur ABCA1 

permet de transporter le cholestérol et les phospholipides de la cellule vers une ApoA-1 

libre ou pauvre en lipides ce qui conduit à la formation de particules HDL naissantes 

(pré--HDL) (Favari et al., 2015 ; Zannis et al., 2015). La LCAT plasmatique est une 

protéine de 416 acides aminés, sécrétée principalement par le foie, et à moindre niveau 

par le cerveau et les testicules. Elle permet d’estérifier le cholestérol présent dans les 

particules HDL naissantes pour les convertir en HDL discoïdaux puis en HDL 

sphériques matures. Cette protéine utilise l’ApoA-1 comme activateur (Favari et al., 

2015 ; Zannis et al., 2015). Le transporteur ABCG1 va pouvoir transporter le 

cholestérol des cellules vers les particules HDL matures. Il peut également induire 
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l’efflux de 7-ketocholestérol et d’oxystérols liés des macrophages et des cellules 

endothéliales vers les HDL pour les protéger de l’apoptose (Favari et al., 2015 ; Zannis 

et al., 2015).  

Les particules HDL peuvent être remodelées par différents acteurs protéiques pour 

permettre la formation de différents types de particules HDL. La taille, la forme, les 

compositions apolipoprotéiques et lipidiques ainsi que la fonctionnalité de ces différents 

HDL peuvent varier (Kontush et al., 2015 ; Zannis et al., 2015).  

La CETP est une protéine principalement exprimée par le foie et le tissue adipeux. En 

circulation, elle permet de transférer le cholestérol estérifié des HDL matures vers les 

VLDL (very low density lipoproteins), les IDL (intermediate density lipoproteins) et les 

LDL (low-density lipoproteins) en échange de triglycérides (Kontush et al., 2015 ; 

Zannis et al., 2015).  

Le transporteur SR-B1 est une glycoprotéine membranaire de 82 kDa appartenant à la 

famille CD36. Il est principalement exprimé dans le foie, les tissus stéroïdogéniques, les 

cellules endothéliales et les macrophages. Son rôle physiologique est de transférer le 

cholestérol estérifié des HDL vers les cellules. Le mécanisme précis utilisé par SR-B1 

pour absorber le cholestérol estérifié présent dans les HDL n’est pas bien compris. SR-

B1 permet également de réaliser l’efflux de cholestérol des cellules vers les HDL 

cependant, son rôle dans l’efflux du cholestérol n’est pas très clair. SR-B1 permet donc 

un flux bidirectionnel de cholestérol entre les cellules et les HDL. Ce flux dépend de la 

concentration en cholestérol cellulaire, de la composition et de la concentration en 

accepteur du cholestérol (Favari et al., 2015 ; Zannis et al., 2015). 

Les lipases hépatiques et endothéliales sont deux lipases plasmatiques qui 

permettent d’hydrolyser les phospholipides, et dans une moindre mesure, les 

triglycérides présents dans les HDL. Ce mécanisme permet de transformer les HDL 

matures en HDL naissants.  

L’apolipoprotéine M (ApoM) est une glycoprotéine de 26 kDa qui appartient à 

la superfamille des lipocalines. Elle est sécrétée par le foie et à moindre niveau par les 

reins. Elle est associée aux HDL par l’intermédiaire de son peptide signal situé en N-

terminal et dans une moindre mesure, aux autres lipoprotéines. Dans le plasma, elle est 

impliquée dans le remodelage et la maturation des HDL (Zannis et al., 2015).  
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La protéine de transfert des phospholipides (PLTP) est synthétisée par le 

placenta, le pancréas, les poumons, les reins, le cœur, le foie, les muscles squelettiques 

et le cerveau. Dans la circulation, la PLTP est principalement associée aux HDL et les 

convertit en des particules plus larges et plus petites. Elle est également capable de 

transférer des phospholipides, du diacylglycérol, du cholestérol libre, de la vitamine E et 

du LPS (lipopolysaccharide) entre les lipoprotéines ou entre les lipoprotéines et les 

cellules (Kontush et al., 2015 ; Zannis et al., 2015).  

 

Figure 7 : Efflux du cholestérol et remodelage des HDL (Duffy et Rader, 2009) 

ABCA1 permet de transporter le cholestérol libre des macrophages vers l’ApoA-1 libre 

ou pauvre en lipides ce qui conduit à la formation de particules HDL naissantes. La 

LCAT va estérifier le cholestérol présent dans les particules HDL naissantes ce qui 

conduit à la formation de HDL matures. A l’inverse, la lipase endothéliale (EL) va 

hydrolyser les phospholipides et les triglycérides des HDL matures ce qui conduit à la 

formation de HDL naissants. Le transporteur ABCG1 induit l’efflux de cholestérol des 

macrophages vers les particules HDL matures. SR-B1 qui est principalement exprimé 

par le foie est capable d’absorber le cholestérol estérifié présent dans les HDL matures. 

Ce mécanisme permet au cholestérol de retourner vers le foie où il pourra être éliminé. 

SR-B1 peut également induire l’efflux de cholestérol des cellules vers les HDL matures 

(non montré sur le schéma). La CETP est une protéine qui permet de transférer le 

cholestérol estérifié des HDL matures vers les VLDL, les IDL et les LDL en échange de 

triglycérides. Les HDL seront endocytés par les hépatocytes via le récepteur des LDL 

(LDLR). Ce mécanisme permet au cholestérol de retourner vers le foie où il pourra être 

éliminé.  

 

3) Efflux du cholestérol et maladie d’Alzheimer 
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Certaines études ont pu montrer que des gènes impliqués dans l’homéostasie du 

cholestérol et plus particulièrement, dans l’efflux du cholestérol, sont associés au risque 

de développer la MA. Ainsi, des études ont montré que le polymorphisme R219K du 

gène Abca1 est associé au risque de développer la MA et à l’âge du début de la maladie 

(Wollmer et al., 2003 ; Katzov et al., 2004 ; Sundar et al., 2007 ; Sun et al., 2012 ; Xiao 

et al., 2012 ; Lupton et al., 2014). Ce polymorphisme est localisé dans la boucle 

extracellulaire du transporteur ABCA1 qui est située en N-terminale et qui est 

importante pour l’efflux du cholestérol. Cependant, une méta-analyse, réalisée par 

Wang et ses collaborateurs (Wang et al., 2013b), impliquant 12 248 sujets ne permet 

pas de montrer de lien entre le polymorphisme du gène Abca1 et le risque pour 

développer la MA. Une autre étude a pu montrer que le gène Abcg1, codant pour le 

transporteur ABCG1 qui est impliqué dans l’efflux du cholestérol vers les HDL, est 

associé au risque de développer la forme sporadique de la MA (Wollmer et al., 2007). 

En revanche, le gène Sr-b1, codant pour le transporteur SR-B1 qui est impliqué dans le 

transport bidirectionnel du cholestérol, ne serait pas associé au risque de développer la 

MA (Luedecking-Zimmer et al., 2003). Une étude a pu aussi montrer que le 

polymorphisme -75 bp A/G, localisé dans la région promotrice d’ApoA-I, est associé au 

risque de développer la MA à début précoce, et à l’âge du début de la maladie (Vollbach 

et al., 2005). Ainsi, l’allèle A serait associé à une augmentation des risques de 

développer la MA, et à un début plus précoce de la maladie. En revanche, l’étude 

réalisée par Helbecque et ses collaborateurs n’a pas pu montrer que ce polymorphisme 

est associé au risque de développer la MA dans la population caucasienne bien qu’il 

semble légèrement associé au déclin cognitif (Helbecque et al., 2008). Une autre étude 

n’a pas pu montrer de relation entre le polymorphisme -75 bp A/G d’ApoA-I et les 

risques de développer la MA dans la population tunisienne (Smach et al., 2011). Une 

étude testant 25 SNPs (Single nucleotide polymorphism) d’ApoA-I n’a pas pu montrer 

de relation entre un de ces SNPs et l’âge du début de la maladie (Shibata et al., 2013). 

Une étude a été réalisée sur l’association de 5 SNPs du gène codant pour la PLTP et la 

forme sporadique de la MA dans la population japonaise. Les résultats ne permettent 

pas de montrer une association génétique entre le gène codant pour la PLTP et la MA. 

Cependant, l’échantillon testé est de petite taille et les SNPs ne recouvrent pas la totalité 

du gène (Kuerban et al., 2010). Une étude a pu montrer que le polymorphisme -250 

G/A de la lipase endothéliale est associé à la forme sporadique de la MA ainsi qu’aux 

scores cognitif et de mémoire dans la population chinoise (Xiao et al., 2012). En 
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revanche, deux études testant plusieurs SNPs localisés dans le gène codant pour la 

lipase endothéliale ne montrent aucune relation entre la lipase endothéliale et les risques 

de développer la MA (Zhu et al., 2008 ; Laws et al., 2010). En ce qui concerne la 

CETP, des études ont pu montrer que le polymorphisme Taq1B du gène codant pour la 

CETP n’est pas associé au risque de développer la MA (Fidani et al., 2004 ; Zhu et al., 

2005 ; Xiao et al., 2012). En revanche, une étude réalisée par Li et ses collaborateurs 

montre que les homozygotes B2B2 pour le polymorphisme Taq1B du gène codant pour 

la CETP ont plus de risque de développer la MA lorsqu’ils sont porteur de l’allèle 

ApoE4 (Li et al., 2014). Une autre étude a pu montrer que le polymorphisme C-629A 

du gène codant pour la CETP est associé au risque de développer la MA de manière 

dépendante de la présence de l’allèle ApoE4. Ainsi, l’allèle A du polymorphisme C-

629A diminue de 3 fois les risques de développer la MA chez les porteurs de l’allèle 

ApoE4 par rapport au homozygote et au hétérozygote pour l’allèle C. Il faut savoir que 

l’allèle A est associé à une baisse des niveaux de CETP et à une augmentation des 

niveaux de HDL (Rodriguez et al., 2006). Une étude réalisée sur la population chinoise 

a pu montrer que le polymorphisme D442G du gène codant pour la CETP est associé au 

risque de développer la MA. Ce polymorphisme a un effet sur l’activité de la CETP. Les 

porteurs de l’allèle G auraient moins de risque de développer la MA particulièrement 

lorsqu’ils sont porteurs de l’allèle ApoE4 (Chen et al., 2008b). Des études testant le 

polymorphisme I405V du gène codant pour la CETP ont pu montrer que ce 

polymorphisme est associé à une augmentation des risques de développer la MA. Ainsi, 

les porteurs de l’allèle V auraient plus de risque de développer la maladie (Arias-

Vasquez et al., 2007 ; Yu et al., 2012). Au contraire, l’étude réalisée par Sanders et ses 

collaborateurs a montré que le génotype VV est associé à un ralentissement du déclin 

cognitif, et à une baisse de l’incidence des démences et de la MA (Sanders et al., 2010).  

Ces études nous amènent à penser que des gènes impliqués dans l’efflux du 

cholestérol (ABCA1, ABCG1) et dans le remodelage des HDL (CETP) puissent être 

associés à la MA. Il est à noter que l’ApoE 4 est le principal facteur de risque 

génétique de la forme sporadique de la MA. Tous ces résultats nous conduisent à penser 

que l’efflux du cholestérol puisse être altéré dans la MA.  

Une étude réalisée par Pani et ses collaborateurs a montré que les PBMC (Peripheral 

Blood Mononuclear Cells) de patients ayant une forme sporadique de MA présentent un 
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plus fort niveau de lipides neutres, notamment d’ester de cholestérol, que les PBMC des 

sujets contrôles. De plus, les auteurs montrent que les PBMC des patients Alzheimer 

réalisent moins d’efflux de lipides, notamment de cholestérol, que les PBMC des sujets 

contrôles. Enfin, les niveaux plasmatiques de HDL sont diminués chez les personnes 

qui souffrent de la MA par rapport aux sujets contrôles, et les niveaux de HDL sont 

corrélés négativement avec l’accumulation de lipides neutres. Cette étude montre donc 

que les PBMC des patients présentant la forme sporadique de la MA réalisent moins 

d’efflux de cholestérol ce qui entraîne une accumulation de cholestérol sous forme 

d’ester de cholestérol dans les cellules. Il en résulte donc une diminution des niveaux de 

HDL (Pani et al., 2009).  

Une autre étude a montré que le sérum et les HDL des patients Alzheimer réalisent 

moins efficacement l’efflux du cholestérol via les voies ABCA1 et SR-B1 (Khalil et al., 

2012). De plus, l’efflux du cholestérol réalisé par le sérum et par les HDL est corrélé 

inversement avec la sévérité de la maladie (score obtenu en MMSE). Les résultats 

montrent également que l’efflux du cholestérol réalisé par ApoA-I est altéré chez les 

personnes présentant la MA. L’altération de l’efflux du cholestérol a été attribuée aux 

modifications oxydatives des HDL obtenus à partir des patients Alzheimer (Khalil et 

al., 2012).  

Ces études suggèrent que l’efflux du cholestérol puisse être altéré dans la MA 

conduisant ainsi à une accumulation de cholestérol, sous forme d’ester de cholestérol, à 

l’intérieur des cellules. L’altération de l’efflux du cholestérol pourrait être due à une 

oxydation des HDL conduisant ainsi à une perturbation de leur fonctionnalité.  

La relation entre la MA et l’efflux du cholestérol peut, également, résider dans la 

fonctionnalité des peptides Aau niveau de l’homéostasie du cholestérol. Des 

expériences réalisées in vitro et in vivo ont pu montrer qu’au cours de leur sécrétion, les 

peptides Apeuvent s’associer au cholestérol pour former des particules de type HDL 

et ainsi, permettre son efflux de la cellule. Le transporteur ABCA1 serait impliqué dans 

l’efflux du cholestérol réalisé par les A et l’interaction peptide/transporteur aurait lieu 

à l’intérieur de la cellule (Umeda et al., 2010). Une étude réalisée in vivo chez la souris 

a pu mettre en évidence que les peptides amyloïdes sont capables d’accélérer le 

transport du cholestérol du cerveau vers les tissus périphériques (Umeda et al., 2010). 
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Cette étude permet donc de mettre en évidence un nouveau rôle physiologique pour les 

peptides amyloïdes à savoir son rôle dans le l’homéostasie du cholestérol.  

La mutation Osaka (E693), dans la protéine APP, conduit à une baisse de la sécrétion 

des peptides amyloïdes et à leur accumulation dans la cellule. L’équipe de Nomura a 

donc émis comme hypothèse que cette mutation pourrait conduire à une altération de 

l’efflux du cholestérol réalisé par les Adu fait d’une baisse de leur sécrétion (Nomura 

et al., 2013). Leur étude montre que les cellules exprimant la protéine APP Osaka 

présentent une accumulation de peptides A dans le réticulum endoplasmique et 

l’appareil de Golgi mais également, une accumulation de cholestérol dans le réticulum 

endoplasmique, l’appareil de Golgi et le système endosome/lysosome. La mutation 

Osaka, dans la protéine APP, conduit donc à une perturbation du transport des peptides 

A du réticulum endoplasmique vers la membrane plasmique ce qui va affecter l’efflux 

du cholestérol et ainsi, provoquer son accumulation dans la cellule. Cette étude montre 

également que les peptides A et le cholestérol s’accumulent dans les mitochondries des 

cellules exprimant APP Osaka ce qui provoquent une augmentation de la production des 

ROS (Reactive Oxygen Species). Cette étude suggère que les peptides A sont 

importants pour le transport intracellulaire du cholestérol et pour son efflux. Ainsi, une 

perturbation de la sécrétion des A (par mutation Osaka dans APP) entraîne une 

altération de l’efflux du cholestérol, et son accumulation dans la cellule et les 

mitochondries ce qui conduit à augmenter la toxicité intracellulaire des A (Nomura et 

al., 2013).  

 

IV. Les HDL 

 

Les études sur le polymorphisme de gènes impliqués dans le transport du cholestérol 

suggèrent que certains de ces gènes soient associés à la MA. De plus, les études 

réalisées in vitro, sur des cellules de patients, ont montré que l’efflux du cholestérol est 

perturbé dans la MA. L’efflux du cholestérol étant réalisé par les HDL, leur 

fonctionnalité pourrait être altérée dans la MA. 

 

1) Généralités sur les HDL 
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Les lipoprotéines sont des particules impliquées, au sein de l’organisme, dans le 

transport des lipides. Elles se distinguent par leur taille, leur densité et leur composition. 

Ainsi, les chylomicrons (CM) ont une densité de 0,93 g/mL, sont composés 

essentiellement de triglycérides et contiennent principalement ApoB48, ApoE et ApoC. 

Les CM sont impliqués dans le transport entéro-hépatique des lipides. Les VLDL (very 

low density lipoproteins) ont une densité de 0,93-1,006 g/mL, sont composées 

essentiellement de triglycérides et contiennent principalement ApoB100, ApoE et 

ApoC. Elles sont impliquées dans le transport des lipides du foie vers les tissus 

périphériques. Les IDL (intermediate Density Lipoproteins) ont une densité de 1,006-

1,019 g/mL et sont produites à partir des VLDL. En effet, la lipoprotéine lipase 

hydrolyse les triglycérides des VLDL ce qui conduit à la formation d’IDL. Les ApoC 

perdent leur affinité pour les IDL donc, les principales apolipoprotéines des IDL sont 

l’ApoB100 et l’ApoE. Les LDL (Low Density Lipoproteins) ont une densité de 1,019-

1,063 g/mL, sont composées essentiellement de cholestérol estérifié et contiennent 

principalement ApoB100. Les LDL sont formées à partir des IDL et des VLDL par 

hydrolyse de leurs triglycérides par les lipases. Les LDL sont impliquées dans le 

transport des lipides du foie vers les tissus périphériques (Source : Nouvelle Société 

Française d'Athérosclérose).  

 

Les HDL sont des particules lipoprotéiques impliquées dans le transport du cholestérol 

des cellules périphériques vers le foie. Elles sont composées : d’un cœur hydrophobe 

riche en triglycérides et en esters de cholestérol, et d’une surface hydrophile riche en 

phospholipides, en cholestérol libre et en protéines (Figure 8). Ces particules ont une 

densité comprise entre 1.063 et 1.21 g/mL, et une taille comprise entre 8 et 10 nm. Il 

existe différents types de particules HDL qui se distinguent par leur densité, leur taille, 

leur structure et leur composition lipidique et protéique (Kontush et al., 2015 ; Zannis et 

al., 2015).  
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Figure 8 : Structure des particules HDL (Pérez-Méndez et al., 2014) 

Les HDL sont des particules lipoprotéiques composées : d’un cœur hydrophobe riche en 

triglycérides et en esters de cholestérol, et d’une surface hydrophile riche en 

phospholipides, en cholestérol libre et en protéines. L’ApoA-1 est la principale 

apolipoprotéine des HDL. 

 

Les particules HDL peuvent être séparées, en fonction de leur densité, par 

ultracentrifugation. On peut ainsi distinguer deux classes de HDL : des particules moins 

denses (1.063-1.125 g/mL), relativement riches en lipides, que l’on appelle HDL2 et des 

particules plus denses (1.125-1.21 g/mL), relativement riches en protéines, que l’on 

appelle HDL3 (Kontush et al., 2015).  

Les HDL2 et HDL3 peuvent être séparées, en fonction de leur taille, sur un gel 

de polyacrylamide en condition non dénaturante. On peut ainsi mettre en évidence 3 

sous-classes de HDL3 : HDL3c (7.2-7.8 nm), HDL3b (7.8-8.2 nm), HDL3a (8.2-8.8 

nm) et 2 sous-classes de HDL2 : HDL2a (8.8-9.7 nm) et HDL2b (9.7-12 nm) (Kontush 

et al., 2015). 

Les HDL peuvent être également séparées, en fonction de leur charge et de leur 

forme, par migration sur un gel d’agarose. Cette méthode permet d’identifier des 

particules -HDL correspondant à la majorité des HDL circulants, et des particules 

pré-HDL correspondant aux HDL discoïdaux naissants ainsi qu’aux HDL pauvres en 

lipides (Kontush et al., 2015).  

On peut également séparer les HDL, en fonction de leur charge et de leur taille, 

par électrophorèse 2D, suivis d’une détection de l’ApoA-1 à l’aide d’un anticorps anti-

ApoA-1. A l’aide de cette méthode, plus de 12 sous-classes de HDL ont été identifiées 

(Kontush et al., 2015).  
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On peut classer les HDL en fonction de la présence ou non de l’ApoA-II. Ainsi, on peut 

distinguer : les LpA-I : A-II correspondant aux HDL contenant l’ApoA-I et l’ApoA-II, 

et les LpA-I correspondant aux HDL contenant seulement l’ApoA-I (Kontush et al., 

2015).  

La RMN (Résonance Magnétique Nucléaire) a également été utilisée pour séparer les 

HDL. Cette technique a permis d’identifier 3 sous-classes de HDL : les grands HDL 

(8.8-13 nm), les moyens HDL (8.2-8.8 nm), et les petits HDL (7.3-8.2 nm) (Kontush et 

al., 2015). 

Récemment, une classification des HDL qui intègre les données obtenues à 

l’aide de plusieurs méthodes a été proposée. Ainsi, 5 sous-classes ont pu être 

identifiées : les très grands HDL, les grands HDL, les moyens HDL, les petits HDL et 

les très petits HDL (Kontush et al., 2015).  

On peut donc constater que la classification des HDL est assez complexe 

puisqu’en utilisant des méthodes différentes, on arrive à identifier différentes sous-

classes de HDL. Cette complexité reflète la grande diversité des particules 

lipoprotéiques au sein de la famille des HDL. Cette diversité peut traduire des 

fonctionnalités différentes en fonction des différentes sous-classes de HDL. 

Les HDL sont composées de protéines qui sont importantes pour leur structure et leur 

fonction. Ils renfermeraient plus de 80 protéines différentes dont des apolipoprotéines, 

des enzymes, des protéines de transfert des lipides, des protéines de réponse de phase 

aiguë, des composants du complément, et des inhibiteurs des protéinases. Parmi les 

apolipoprotéines présentes au sein des HDL, il y a l’ApoA-I qui est la principale 

protéine structurale et fonctionnelle de ces particules et représente environ 70 % des 

protéines totales des HDL. Il faut savoir que la majorité des HDL contient de l’ApoA-I. 

Les principales fonctions réalisées par cette protéine sont : l’activation de la LCAT, et la 

participation à l’efflux du cholestérol en interagissant avec le transporteur ABCA1. Les 

principaux sites de synthèse et de sécrétion de l’ApoA-I sont le foie et le petit intestin 

(Brunham et Hayden, 2015 ; Kontush et al., 2015)  

Après l’ApoA-I, l’apolipoprotéine la plus représentée dans les HDL est l’ApoA-

II. En effet, elle représente environ 15 à 20 % des protéines totales des HDL. Il faut 

savoir qu’environ la moitié des particules HDL peuvent contenir de l’ApoA-II. Cette 

protéine peut exister sous forme d’homodimère ou d’hétérodimère. Elle est 

principalement synthétisée par le foie mais elle peut également l’être par l’intestin 

(Kontush et al., 2015).  
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Parmi les autres apolipoprotéines, on trouve l’apoA-IV qui s’échange entre les 

particules lipoprotéiques mais qui peut également circuler sous forme libre (Kontush et 

al., 2015). On trouve également, les Apo-C qui font parties d’une famille contenant de 

petites apolipoprotéines. Ces protéines sont capables de s’échanger entre les 

lipoprotéines, et elles sont principalement synthétisées par le foie (Kontush et al., 2015). 

L’apoC-I est la plus petite apolipoprotéine associée aux HDL et aux VLDL. Elle peut 

rapidement s’échanger entre ces deux particules. L’ApoC-I est principalement 

impliquée dans l’activation de la LCAT, et dans l’inhibition de la LH et de la CETP 

(Kontush et al., 2015). L’ApoC-II est également associée aux HDL et aux VLDL, et 

elle est impliquée dans l’activation de plusieurs triacylglycérol lipases (Kontush et al., 

2015). L’ApoC-III est peu présente dans les HDL et elle est impliquée dans l’inhibition 

de la lipoprotéine lipase et de la LH (Kontush et al., 2015). L’ApoD est également 

associée aux HDL. Elle est exprimée dans de nombreux tissus dont le foie et les 

intestins. Elle appartient à la famille des lipocalines qui regroupent de petites protéines 

de transfert des lipides. L’ApoD est capable de transporter de petits ligands 

hydrophobes comme l’acide arachidonique pour lequel elle a une forte affinité. Dans le 

plasma, l’ApoD est présente sous forme d’homodimère ou d’hétérodimère en 

association avec l’ApoA-II (Kontush et al., 2015). Tout comme l’ApoA-I, l’apoE est 

importante pour la structure et la fonction des HDL bien qu’elle y soit présente en plus 

faible quantité. L’ApoE est synthétisée dans de nombreux tissus et cellules dont le foie, 

le tissu endocrinien, le SNC et les macrophages (Kontush et al., 2015). En périphérie, 

son rôle dans l’efflux du cholestérol est moindre. En revanche, dans le SNC, elle est 

importante pour le transport du cholestérol des astrocytes vers les neurones mais 

également, pour le transport et l’élimination des A. Au sein des HDL, on trouve 

également l’ApoF qui est synthétisée par le foie et qui est capable d’inhiber la CETP 

(Kontush et al., 2015).  

Parmi les enzymes présentes dans les HDL, on peut citer la LCAT qui catalyse 

l’estérification du cholestérol en ester de cholestérol. Il faut savoir qu’environ 75 % de 

l’activité LCAT plasmatique est associée aux HDL. Elle est principalement exprimée 

dans le foie et à moindre niveau dans le cerveau et les testicules (Brunham et Hayden, 

2015 ; Kontush et al., 2015). La Paraoxonase fait également partie des enzymes 

associées aux HDL. Dans les HDL, on trouve également la GSPx3 pour glutathion 

sélénoperoxidase 3 encore appelée, glutathion peroxidase 3. Comme toutes les GSPx, 

elle est capable de protéger les biomolécules des dommages oxydatifs. En effet, elle 
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catalyse la réduction du peroxyde d’hydrogène, des peroxydes lipidiques et des 

hydroperoxydes organiques au cours d’une réaction qui utilise le GSH. La GSPx3 

humaine est synthétisée dans le foie, les reins, le cœur, les poumons, les seins et le 

placenta. Dans le plasma, la GSPx3 est exclusivement associée aux HDL (Kontush et 

al., 2015 ). 

Les principales protéines de transfert des lipides qui sont associées aux HDL 

sont la CETP et la PLTP. Leur rôle a été décrit dans la troisième partie de mon 

introduction portant sur le transport du cholestérol. La CETP et la PLTP sont deux 

protéines impliquées dans la maturation des HDL. Brièvement, la CETP permet de 

transférer du cholestérol estérifié des HDL vers des lipoprotéines contenant ApoB 

(VLDL, LDL) en échange de triglycérides. La PLTP est une protéine qui transfert des 

phospholipides ainsi que d’autres molécules entre les lipoprotéines mais également, 

entre les lipoprotéines et les cellules (Brunham et Hayden, 2015 ; Kontush et al., 2015).  

En plus des protéines, les HDL peuvent transporter de nombreux petits peptides 

dont la masse est comprise entre 1 et 5 kDa. Ces peptides représentent environ 1 % des 

protéines totales des HDL (Kontush et al., 2015). Parmi les peptides associés aux HDL, 

on trouve les peptides A (Biere et al., 1996; Koudinov et al., 1996; Kuo et al., 1999).  

Au vu de la grande diversité de protéines et de peptides que transportent les 

HDL, il est fort probable que ces particules ne jouent pas seulement un rôle dans le 

métabolisme lipidique. 

Les HDL sont également composés de lipides parmi lesquels des phospholipides, des 

sphingolipides et des lipides neutres. La phosphatidylcholine est le principal 

phospholipide associé aux HDL. En effet, elle représente 32 à 35 % des lipides totaux 

des HDL. La lysophosphatidylcholine (lysoPC) est également un phospholipide 

important pour les HDL. Elle provient de la dégradation de la phosphatidylcholine par 

les phospholipases A2. La sphingomyéline est le principal sphingolipide présent dans 

les HDL circulant. Parmi les lipides neutres composant les HDL, on trouve des stérols 

libres (non estérifiés). Ils sont localisés à la surface de la particule HDL et contrôlent sa 

fluidité. Le principal stérol trouvé dans les HDL est le cholestérol. Les esters de 

cholestérol qui sont très hydrophobes sont localisés dans le cœur de la particule HDL. 

Ils proviennent de l’estérification du cholestérol par la LCAT. Ils représentent 36 % des 

lipides totaux des HDL. Les triacylglycérides sont également des lipides neutres 

présents dans les HDL mais, ils ne représentent que 3 % des lipides totaux des HDL 

(Kontush et al., 2015).  
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2)  HDL et maladie d’Alzheimer 

 

Les HDL permettent l’efflux du cholestérol et par conséquent une altération de leur 

fonctionnalité pourrait conduire à une accumulation de cholestérol dans les cellules et 

ainsi, à une augmentation de la production des A. La fonctionnalité des HDL pourrait 

être altérée dans la MA et/ou l’environnement pro-oxydant et pro-inflammatoire qui est 

caractéristique de la MA pourrait entraîner une altération de la structure et de la fonction 

des HDL ce qui conduirait à accentuer les signes de la MA. Des études ont montré que 

les HDL peuvent empêcher l’association des A en fibrilles et ainsi, diminuer leur 

toxicité (Koudinov et al., 1999 ; Olesen et Dago, 2000). Du fait de leurs diverses 

fonctions, les HDL pourraient être impliquées dans le développement de la MA. 

Des études ont montré que des niveaux élevés de HDL sont associés à de meilleures 

fonctions cognitives (Atzmon et al., 2002 ; Barzilai et al., 2006) et à une diminution des 

risques de développer une démence (Van Exel et al., 2002 ; Zuliani et al., 2010). De 

plus, des études ont montré qu’une augmentation des niveaux de HDL est associée à 

une baisse des risques de développer la MA (Bonarek et al., 2000 ; Launer et al., 2001 ; 

Reitz et al., 2004 ; Vollbach et al., 2005 ; Saczynski et al., 2007 ; Reitz et al., 2010). Il 

est à noter qu’une étude a montré que les niveaux de HDL sont corrélés avec la sévérité 

de la maladie. En effet, les niveaux de HDL seraient corrélés positivement avec le score 

obtenu en MMSE (Merched et al., 2000). A l’inverse, l’étude réalisée par Sabbagh et 

ses collaborateurs ne montre aucune relation entre les niveaux de HDL et le score 

obtenu en MMSE (Sabbagh et al., 2004). Enfin, les niveaux de HDL seraient diminués 

chez les personnes ayant une MA (Kuo et al., 1998).  

L’oxydation des HDL conduit à une perturbation de leur structure, et à une 

altération de leur fonctionnalité. Des équipes de recherche se sont donc intéressées à 

l’état d’oxydation des HDL dans la MA. Les études réalisées donnent des résultats 

contradictoires. En effet, l’étude réalisée par Bergt et ses collaborateurs montre que les 

niveaux de HDL oxydées sont diminués dans le plasma du groupe Alzheimer par 

rapport au plasma du groupe contrôle (Bergt et al., 2006). A l’inverse, les études 

réalisées par Bassett et ses collaborateurs ainsi que par Schippling et ses collaborateurs 

montrent que les lipoprotéines du plasma et du fluide cérébrospinal des personnes 

atteintes de la MA sont plus sensibles à l’oxydation (Bassett et al., 1999 ; Schippling et 

al., 2000).  
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L’ApoA-I (apolipoprotéine majoritaire des HDL) est capable d’interagir avec les 

peptides A pour empêcher leur agrégation. Ainsi, elle peut réduire le stress oxydant et 

les dommages neuronaux induits par ces peptides (Paula-Lima et al., 2009). L’ApoA-I 

jouerait donc un rôle neuroprotecteur en interagissant avec les peptides A. Des études 

réalisées sur des souris APP/PS1, utilisées comme modèle de MA, ont montré que la 

surexpression périphérique de l’ApoA-I humaine permet de préserver les fonctions 

cognitives de ces souris en atténuant la neuroinflammation induite par les peptides A 

et en réduisant l’angiopathie amyloïde cérébrale (dépôts de peptides A dans les 

vaisseaux sanguins cérébraux). En revanche, la charge amyloïde totale n’est pas altérée 

par la surexpression de l’ApoA-I humaine (Lewis et al., 2010). A l’inverse, chez les 

souris APP/PS1, un knock out du gène codant pour l’ApoA-I conduit à une exacerbation 

du déficit cognitif sans altérer la charge amyloïde totale (Lefterov et al., 2010). 

L’ApoA-I pourrait donc être un des constituants des HDL impliqués dans le 

développement de la MA.  

Des études ont montré que les niveaux d’ApoA-I dans le plasma (Kawano et al., 

1995), dans le fluide cérébrospinal (Castano et al., 2006) et dans le sérum (Merched et 

al., 2000, Liu et al., 2006) sont diminués chez les sujets Alzheimer par rapport aux 

sujets contrôles. En revanche, certaines études ont montré que les niveaux d’ApoA-I 

sont inchangés dans le fluide cérébrospinal et dans le cerveau des sujets Alzheimer par 

rapport aux contrôles (Harr et al., 1996 ; Song et al., 1997 ; Merched et al., 2000). 

Enfin, des études ont montré que les niveaux d’ApoA-I sont inversement corrélés avec 

les risques de développer la MA (Saczynski et al., 2007 ; Lin et al., 2015). En somme, 

présentement, il est très difficile de savoir quel est l’état physique et fonctionnel des 

HDL dans la MA. 

La paraoxonase 1 (PON1) est une enzyme associée aux HDL qui confère à ces 

particules des propriétés anti-inflammatoires et anti-oxydantes (Durrington et al., 2001 ; 

Rosenblat et Aviram, 2009 ; Loued et al., 2012 ; Devarajan et al., 2014 ; Soran et al., 

2015). De plus, cette enzyme est capable d’hydrolyser des composés organophosphorés 

neurotoxiques (Furlong et al., 2016). De ce fait, son rôle dans les maladies 

neurodégénératives, notamment dans la MA, a été étudié. 

 

V. Rôle de la PON1 dans la maladie d’Alzheimer 
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Les Paraoxonases (PON) humaines sont des lactonases dépendantes du Ca2+. Il 

existe trois PON différentes chez l’homme : PON1, PON2 et PON3. Le locus PON 

codant pour les trois PON est localisé sur le bras long du chromosome 7 (7q21.3) et 

s’étend sur environ 120 kb. Les trois PON présentent environ 65 % de similarité au 

niveau de leur séquence en acides aminés (Menini et Gugliucci, 2014).  

Les PON1 et PON3 sont principalement exprimées par le foie et sont associées aux 

HDL. Il faut savoir que la PON1 est associée à l’ApoA-I et à l’ApoJ dans les HDL. 

La PON1 possède trois activités. Une activité paraoxonase, appelée également 

organophosphatase, qui hydrolyse les organophosphates et les pesticides. Le nom 

paraoxonase vient du fait que la PON1 est capable d’hydrolyser le paraoxon qui est un 

dérivé du parathion (pesticide). Elle possède également une activité arylestérase qui 

catalyse l’hydrolyse des arylesters non-phosphorés comme le phénylacétate. Enfin, elle 

possède une activité lactonase qui est dirigée contre les lactones qui sont considérés 

comme les principaux substrats (Menini et Gugliucci, 2014).  

La PON3 possède une activité lactonase efficace, une activité arylestérase limitée et 

aucune activité paraoxonase (Menini et Gugliucci, 2014). 

Contrairement aux PON1 et PON3, la PON2 est une enzyme intracellulaire qui n’est 

pas détectable dans le sérum. Elle est largement exprimée dans le cœur, le cerveau, les 

reins, le foie, les poumons, les testicules et le tractus gastro-intestinal. Elle possède les 

activités lactonase et arylestérase (Costa et al., 2014).  

Dans le présent travail, je me suis, uniquement, intéressée à la PON1 en raison de ses 

propriétés anti-oxydantes et anti-inflammatoires, de sa capacité à éliminer les composés 

organophosphorés, et de sa participation à l’efflux du cholestérol. 

 

1) Généralités sur la PON1  

 

La PON1 est une glycoprotéine de 354 acides aminés et possède un poids 

moléculaire allant de 43 à 47 kDa. C’est une protéine qui est exprimée chez les 

mammifères. En revanche, elle n’est pas présente chez les poisssons, les oiseaux et les 

invertébrés comme les athropodes (Durrington et al., 2001).  

La PON1 est le membre de la famille des PON qui a été le plus étudié du fait de son 

rôle dans l’élimination des pesticides organophosphorés et des gaz neurotoxiques. Ces 

molécules n’étant pas présentes habituellement dans l’organisme, des recherches ont été 
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réalisées afin de mettre en évidence de nouveaux substrats et éventuellement, d’attribuer 

à la PON1 de nouvelles fonctionnalités.  

Ainsi, des études ont montré que la PON1 possède des propriétés anti-oxydantes 

(Durrington et al., 2001 ; Devarajan et al., 2014, Soran et al., 2015). En effet, elle est 

capable de protéger les HDL et les LDL de l’oxydation en hydrolysant les lipides 

oxydés (Mackness et al., 1993 ; Watson et al., 1995 ; Aviram et al., 1998a). La cystéine 

située en position 283 est essentielle pour l’activité anti-oxydante de la PON1 (Aviram 

et al., 1998b). Une étude réalisée en utilisant des HDL aviaires qui ne contiennent pas 

de PON1 a montré qu’ils ne peuvent pas protéger les LDL de l’oxydation (Mackness et 

al., 1998). Ces résultats ont permis de montrer que la PON1 est importante pour les 

propiétés anti-oxydantes des HDL (Mackness et al., 1998). D’autre part, les HDL 

provenant de souris KO pour la PON1 sont incapables de protéger les LDL de 

l’oxydation. De plus, les HDL et les LDL de ces souris sont plus sensibles à l’oxydation 

(Shih et al., 1998). L’utilisation de souris transgéniques pour la PON1 humaine a 

permis de confirmer ces résultats. En effet, les HDL provenant de ces souris protègent 

plus efficacement les LDL de l’oxydation (Tward et al., 2012). La PON1 possède 

également des propriétés anti-inflammatoires. La production de MCP-1 (Monocyte 

chemoattractant Protein-1) induite par les lipoprotéines et les lipides oxydés est une 

étape importante du processus inflammatoire (Camps et al., 2012). Des études ont 

montré que la PON1, en hydrolysant les lipides oxydés des LDL, empêche la production 

de MCP-1 par les cellules endothéliales (Shi et al., 1998 ; Mackness et al., 2004). Elle 

réalise ainsi son effet anti-inflammatoire. 

Les travaux réalisés par Rosenblat et ses collaborateurs ont permis de montrer que la 

PON1, en induisant la production de LysoPC, est capable d’augmenter la liaison des 

HDL aux macrophages et de stimuler l’efflux du cholestérol via ABCA1. Les histidine 

en position 115 et 134 seraient indispensables à l’activité de la PON1 (Rosenblat et al., 

2005 ; Rosenblat et al., 2006a). Des études réalisées par mon laboratoire d’accueil ont 

permis de montrer que la PON1, en hydrolysant les lipides oxydés présents dans les 

LDL, induit la formation de LysoPC. Cette dernière stimulerait l’expression des 

transporteurs ABCA1 et ABCG1 et ainsi, favoriserait l’efflux du cholestérol vers 

ApoA-1 (Berrougui et al., 2012 ; Ikhlef et al., 2016).  

La PON1 possède également une activité homocystéine-thiolactonase qui lui permet 

d‘hydrolyser et d’éliminer l’homocystéine-thiolactone. Ce dernier est capable de 

modifier le résidu lysine des protéines (N-homocystéinylation) ce qui va conduire à une 
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altération de leur structure et de leur fonction. Il est à noter que 

l’hyperhomocystéinémie est un facteur de risque pour les maladies cardiovasculaires et 

les maladadies neurologiques (Perla-Kajan et Jakubowski, 2010 ; Perla-Kajan et 

Jakubowski, 2012 ; Menini et Gugliucci, 2014).  

Les deux principaux polymorphismes du gène codant pour la PON1 sont : 192Q/R 

qui correspond à la substitution d’une glutamine en position 192 par une arginine, et 

55L/M qui correspond à la substitution de la leucine en position 55 par une méthionine. 

Ils sont situés dans la région codante du gène. Le polymorphisme 192Q/R a un effet sur 

l’activité paraoxonase de la PON1 alors que le polymorphisme 55L/M est associé à la 

concentration plasmatique de la PON1. L’allèle R du polymorphisme 192Q/R est 

associé à une plus forte activité paraoxonase, et l’allèle L du polymorphisme 55L/M est 

associé à une plus forte concentration plasmatique de PON1. Ainsi, le phénotype 

192QQ/55MM est généralement associé à une faible activité PON1. En revanche, ce 

phénotype est le plus efficace pour l’élimination des lipides oxydés (Mackness et al., 

2000). Les travaux réalisés par Gaidukov et ses collaborateurs ont montré que la 

PON1 192Q se fixe avec une plus faible affinité aux HDL que la PON1 192R ce qui 

entraîne une baisse de sa stabilité et une diminution de sa capacité à stimuler l’efflux du 

cholestérol (Gaidukov et al., 2006).  

Il existe d’autres polymorphismes dans le gène codant pour la PON1. En effet, plus de 

160 SNP ont été identifiés. Ils sont localisés dans la région codante du gène, dans les 

introns et dans la région régulatrice du gène (Menini et Gugliucci, 2014). 

 

2) La PON1 dans la MA 

 

La PON1 est capable d’hydrolyser les composés organophosphorés comme les 

pesticides et les gaz neurotoxiques. De ce fait, une baisse de l’activité PON1 pourrait 

conduire à un défaut d’élimination de ces composés neurotoxiques et ainsi, à une 

augmentation des risques de développer des maladies neurodégénératives comme la 

MA.  

Le stress oxydant et l’inflammation sont des évènements caractéristiques de la MA. Or, 

la PON1 confère aux HDL des propriétés anti-oxydantes et anti-inflammatoires. De ce 

fait, une baisse de la fonctionnalité de la PON1 pourrait être impliquée dans le 

développement de la MA. 



44 
 

La PON1 serait capable de stimuler l’efflux du cholestérol via la production de LysoPC. 

De ce fait, une baisse de fonctionnalité de cette protéine pourrait conduire à une 

altération de l’homéostasie du cholestétol cellulaire provoquant ainsi, une augmentation 

des activités et -sécratases.  

Des études ont montré que l’activité PON1 est diminuée chez les personnes ayant la 

MA (Paragh et al., 2002 ; Wehr et al., 2009 ; Zengi et al., 2012). De plus, l’étude 

réalisée par Wehr et ses collaborateurs a pu montrer que l’activité PON1 est corrélée 

positivement avec le score obtenu en MMSE chez les personnes présentant une 

démence (Wehr et al., 2009). Enfin, des études ont montré qu’une faible activité PON1 

serait associée à une augmentation des risques de développer la MA (Erlich et al., 

2012 ; Bednarska-Makaruk et al., 2013). Il est à noter que l’étude réalisée par Dantoine 

et ses collaborateurs a montré que l’activité PON1 est diminuée chez les personnes 

présentant une démence vasculaire alors qu’elle est augmentée chez les personnes ayant 

la MA. En revanche, l’activité PON1 est inchangée chez les MCI par rapport aux 

contrôles. Les auteurs en concluent que l’activité PON1 pourrait servir à distinguer les 

démences vasculaires de la MA (Dantoine et al., 2002). Une étude réalisée par 

Cervellati et ses collaborateurs a eu pour but de déterminer si les activités Paraoxonase 

et Arylestérase peuvent servir à prédire la conversion clinique des MCI en MA ou en 

démence vasculaire. Les activités Paraoxonase et Arylestérase ont été mesurées chez 

141 MCI et 78 contrôles. Après deux années de suivis, 86 MCI sont restés stables, 34 

sont convertis en MA et 21 ont évolués vers une démence vasculaire (Cervellati et al., 

2015). Les résultats montrent qu’une faible activité Arylestérase et Paraoxonase sont 

associées à une augmentation des risques de conversion des MCI en démence vasculaire 

(Cervellati et al., 2015). Une étude s’est intéressée à la relation entre les niveaux de 

LDL oxydées et l’activité PON1 ou l’activité PAF-AH dans la MA. Les niveaux de 

LDL oxydées, l’activité PON1 (Paraoxonase, Arylestérase et Lactonase) et l’activité 

PAF-AH ont été mesurés dans le plasma de 49 patients ayant la MA et dans le plasma 

de 34 contrôles. Les résultats montrent que l’activité PAF-AH et les niveaux de LDL 

oxydées sont augmentés chez les personnes souffrant de la MA par rapport aux sujets 

contrôles alors que l’activité PON1 est diminuée chez les personnes souffrant de la MA 

par rapport aux sujets contrôles. Ces résultats conduisent à une baisse du rapport 

PON1/PAF-AH qui peut contribuer à l’inflammation et au stress oxydant des 

lipoprotéines plasmatiques. En effet, cette étude a pu montrer qu’il existe une 
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corrélation négative entre le rapport PON1/PAF-AH et les niveaux de LDL oxydées 

(Bacchetti et al., 2015).  

Plusieures études se sont intéressées au rôle de certains polymorphismes de la 

PON1 dans la MA et ont montré que le polymorphisme 192Q/R de la PON1 n’est pas 

associé à la MA (Pola et al., 2003 ; Shi et al., 2004 ; Leduc et Poirier, 2008 ; Chapuis et 

al., 2009 ; Leduc et al., 2009 ; Klimkowicz-Mrowiec et al., 2011b ; Pi et al., 2012 ; 

Wingo et al., 2012). À l’inverse, certaines études ont montré que l’allèle R du 

polymorphisme 192Q/R serait un facteur protecteur pour la MA (Scacchi et al., 2003 ; 

He et al., 2006). Le polymorphisme 192Q/R aurait, également, un effet sur les niveaux 

de peptides amyloïdes dans le cortex frontal des personnes Alzheimer. Ainsi, les 

personnes Alzheimer porteuses d’au moins un allèle R présentent une baisse d’environ 

1.8 fois des niveaux d’A42, et une diminution d’environ 3.8 fois du rapport 

A42/A40 par rapport aux personnes Alzheimer possédant le génotype QQ (Leduc et 

al., 2009).  

Concernant le polymorphisme 55L/M, certaines études ont montré qu’il ne serait 

pas associé au risque de développer la MA (Klimkowicz-Mrowiec et al., 2011b ; Pi et 

al., 2012 ; Wingo et al., 2012). A l’inverse, d’autres études ont montré que le 

polymorphisme 55L/M serait associé au risque de développer la MA, et aurait un effet 

sur les niveaux de peptides amyloïdes, l’accumulation des plaques séniles et sur le 

système cholinergique. L’allèle M du polymorphisme 55L/M serait associé à une 

augmentation des risques de développer la MA. Les personnes présentant la MA qui 

portent le génotype MM ont une baisse de leur niveau d’A40 et une augmentation de 

leur rapport A42/A40 dans leur hippocampe et leur cortex frontal par rapport aux 

personnes atteintes de la MA de génotype LM et LL (Leduc et Poirier, 2008 ; Leduc et 

al., 2009). Le polymorphisme 55L/M a un effet sur la densité des plaques séniles chez 

les hommes et chez les femmes. Ainsi, les hommes porteurs du génotype MM ont plus 

de plaques séniles que les porteurs du génotype LL. A l’inverse, chez les femmes 

porteuses d’au moins un allèle M, la densité des plaques séniles est plus faible que chez 

les femmes porteuses du génotype LL (Leduc et Poirier, 2008 ; Leduc et al., 2009). Le 

polymorphisme 55L/M aurait également un effet sur le système cholinergique. Ainsi, 

dans le cortex frontal, la densité de récepteurs nicotiniques est significativement 

diminuée chez les personnes atteintes de la MA porteuses de l’allèle M par rapport aux 

contrôles et par rapport aux personnes atteintes de la MA non porteuses de l’allèle M. 
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Le polymorphisme 55L/M est associé à l’activité acétylcholine transférase dans le 

cortex temporal, l’hippocampe et le thalamus. En effet, les personnes atteintes de la MA 

de génotype MM ont une plus faible activité acétylcholine transférase que les personnes 

atteintes de la MA porteuses des génotypes LL et LM (Leduc et Poirier, 2008 ; Leduc et 

al., 2009).  

Une étude a montré que le polymorphisme -161C/T, situé dans la région 

promotrice du gène codant pour la PON1, serait associé à la MA. Ainsi, l’allèle T serait 

un facteur de risque pour le développement de la MA (Erlich et al., 2006). Au contraire, 

certaines études ont montré que ce polymorphisme n’est pas associé à la MA (Cellini et 

al., 2006 ; Chapuis et al., 2009 ; Klimkowicz-Mrowiec et al., 2011b). L’étude réalisée 

par Chapuis et ses collaborateurs a montré que le polymorphisme -107G/A, situé dans la 

région promotrice du gène codant pour PON1, est associé à la MA (Chapuis et al., 

2009). 

Les inhibiteurs des acétylcholinestérases sont utilisés dans le traitement de la 

MA. Cependant, tous les patients ne répondent pas avec la même efficacité à ce 

traitement. Une étude a montré que le polymorphisme 192Q/R de la PON1 a un effet 

sur l’efficacité de la réponse aux inhibiteurs des acétylcholinestérases chez les 

personnes atteintes de la MA. Ainsi, les individus qui répondent aux inhibiteurs des 

acétylcholinestérases ont plus fréquemment l’allèle R (Pola et al., 2005). A l’inverse, 

une étude a montré que les polymorphismes 192Q/R, 55L/M et -161C/T du gène codant 

pour PON1 n’ont pas d’effet sur l’efficacité de la réponse aux inhibiteurs des 

acétylcholinestérases chez les personnes atteintes de la MA (Klimkowicz-Mrowiec et 

al., 2011a).  

Les études réalisées sur le rôle de la PON1 dans la MA ont donné des résultats 

contradictoires. De ce fait, nous ne pouvons pas conclure quant à une implication de 

cette enzyme dans le développement de cette maladie.  

 

VI. Projet de Recherche 

 

1) Hypothèses  
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Nous faisons l’hypothèse que l’efflux du cholestérol périphérique puisse être altéré dans 

la MA. Cette altération pourrait refléter une perturbation de l’efflux du cholestérol au 

niveau du SNC. En effet, l’ApoA-I périphérique est capable de traverser la barrière 

hémato-encéphalique pour rejoindre le SNC où, elle participe, entre autre, à l’efflux du 

cholestérol. Une perturbation de l’efflux du cholestérol conduirait à une accumulation 

de cholestérol dans les cellules et ainsi, à une localisation de la protéine APP 

préférentiellement au niveau des radeaux lipidiques où sont localisés les  et -

sécrétases. Il en résulterait une augmentation de la production des peptides A.  

De plus, une perturbation de l’efflux du cholestérol périphérique pourrait avoir des 

conséquences sur le SNC. En effet, les études réalisées in vivo ont montré qu’une 

hypercholestérolémie, induite par l’alimentation, conduit à une augmentation de la 

production des peptides amyloïdes, et à une accumulation de plaques séniles. Donc, une 

perturbation périphérique de l’homéostasie du cholestérol pourrait avoir des 

conséquences sur le SNC.  

Il est à noter qu’une altération du transport reverse du cholestérol, dont l’efflux du 

cholestérol est la première étape, est une caractéristique des maladies cardiovasculaires. 

Une altération de l’efflux du cholestérol périphérique pourrait donc conduire à une 

perturbation de l’unité cérébro-vasculaire et ainsi, à une altération de la barrière hémato-

encéphalique ce qui entraînerait un passage de cholestérol de la périphérie vers le SNC. 

Des composés neurotoxiques périphériques pourraient également pénétrer dans le SNC 

et favoriser le développement de la MA. 

L’altération de l’efflux du cholestérol pourrait être due à un dysfonctionnement des 

HDL et/ou à une modification de l’expression des transporteurs impliqués dans l’efflux 

du cholestérol.  

Des études ont montré que les peptides amyloïdes sont capables de stimuler l’efflux du 

cholestérol, du cerveau vers la périphérie, en formant des particules de type HDL. De 

plus, des études ont montré que ces peptides sont transportés par les HDL dans le 

plasma. En fonction de leur concentration dans les HDL, ils seraient soit antioxydant 

soit prooxydant pour ces particules. On peut donc se demander si les peptides amyloïdes 

sont capables de stimuler l’efflux du cholestérol des macrophages ou s’ils sont capables 

d’altérer l’efflux du cholestérol en perturbant la fonctionnalité des HDL.  
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La PON1 qui est une protéine associée aux HDL est impliquée dans l’élimination des 

composés organophosphorés comme les pesticides et les gaz neurotoxiques. Elle 

possède des propriétés anti-oxydantes et anti-inflammatoires. De plus, elle serait 

capable de stimuler l’efflux du cholestérol réalisé par les HDL via la production de 

LysoPC. Nous pensons donc qu’une altération des fonctionnalités de la PON1 pourrait 

contribuer au développement de la MA. En effet, une réduction de l’activité 

paraoxonase pourrait conduire à un défaut d’élimination des composés 

organophosphorés neurotoxiques et ainsi, contribuer au développement de la MA. De 

plus, une baisse de fonctionnalité de la PON1 pourrait conduire à une altération des 

propriétés anti-oxydantes et anti-inflammatoires des HDL ce qui pourrait contribuer au 

développement du stress oxydant et de l’inflammation dans la MA. Enfin, une altération 

de la PON1 pourrait conduire à une baisse de sa capacité à stimuler l’efflux du 

cholestérol réalisé par les HDL. Les polymorphismes 192Q/R et 55L/M ayant un effet 

sur l’activité PON1 et sur la concentration plasmatique de l’enzyme, respectivement, 

pourraient être associés à la MA.  

 

2) Objectifs 

 

Objectif général : étudier le rôle des HDL dans la régulation du cholestérol dans la 

MA.  

 

Objectif 1 : 

Investiguer le niveau d’altération de l’efflux du cholestérol périphérique dans la MA, et 

les mécanismes à l’origine de cette altération. 

 

Objectif 2 : 

Déterminer le lien entre le niveau d’activité de la PON1 et ses polymorphismes 192Q/R 

et 55L/M dans la MA.   
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Résumé :  

 

Le but de cette étude est de déterminer si l’efflux du cholestérol réalisé par les HDL est 

altéré dans la MA, et de rechercher le rôle et les effets des peptides amyloïdes dans la 

régulation de l’activité anti-athérogène des HDL. Quatre vingt sept (87) personnes 

âgées ont été recrutées parmi lesquelles, 27 sujets en santé, 27 sujets ayant un MCI, et 

33 personnes présentant la MA (mAD). Nos résultats montrent que le niveau de 

cholestérol total est négativement corrélé avec le score obtenu en MMSE (r = –0.2602, 

p = 0.0182). Les HDL des patients mAD réalisent moins efficacement l’efflux du 

cholestérol des macrophages J774 (p<0.05) que les HDL des sujets santé et des sujets 

MCI. Les HDL des sujets MCI réalisent moins efficacement l’efflux du cholestérol des 

macrophages J774 que les HDL des sujets santé mais, la différence n’est pas 

statistiquement significative. Il est à noter que la baisse de capacité des HDL MCI et 

mAD à réaliser l’efflux du cholestérol par rapport aux HDL santé n’est plus 

statistiquement significative lorsque les macrophages J774 surexpriment le transporteur 

ABCA1. 

La fluidité des HDL est inversement corrélée avec le score en MMSE (r = –0.4137, 

p<0.009). Nos résultats montrent également que ni A1-40 ni A1-42 stimulent l’efflux du 

cholestérol des macrophages J774 enrichis ou non en ABCA1. 

 

Mots-clés : HDL, efflux du cholestérol, bêta-amyloïde, maladie d’Alzheimer 

  



51 
 

List of abbreviations: 

A :  amyloid-beta  

ABCA1 : ATP-binding cassette transporter sub-family A member 1 

ABCG1 : ATP-binding cassette transporter sub-family G member 1 

AD :  Alzheimer’s disease 

ApoA-1 : Apolipoprotein A-1 

APP :  amyloid precursor protein 
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HDL : High-Density Lipoproteins 
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Abstract 

The aims of the present study were to determine whether High-Density Lipoproteins 

functionality (HDL)-mediated cholesterol efflux is altered in Alzheimer’s disease and to 

investigate the role and effect of amyloid-beta (A) in the regulation of the anti-

atherogenic activity of HDL. Eighty-seven elderly subjects were recruited, of whom 27 

were healthy, 27 had mild cognitive impairment (MCI), and 33 had mild Alzheimer’s 

disease (mAD). Our results showed that total cholesterol levels are negatively correlated 

with the Mini Mental State Examination (MMSE) score (r = –0.2602, p = 0.0182). HDL 

from the mAD patients was less efficient at mediating cholesterol efflux from J774 

macrophages (p<0.05) than HDL from the healthy subjects and MCI patients. While 

HDL from the MCI patients was also less efficient at mediating cholesterol efflux than 

HDL from the healthy subjects, the difference was not significant. Interestingly, the 

difference between the healthy subjects and the MCI and mAD patients with respect to 

the capacity of HDL to mediate cholesterol efflux disappeared when ABCA1-enriched 

J774 macrophages were used. HDL fluidity was significantly inversely correlated with 

the MMSE scores (r = –0.4137, p<0.009). In vitro measurements of cholesterol efflux 

using J774 macrophages showed that neither A1-40 nor A1-42 stimulate cholesterol 

efflux from unenriched J774 macrophages in basal or ABCA1-enriched J774 

macrophages. 

 

Keywords: HDL, cholesterol efflux, amyloid beta, Alzheimer’s disease 
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Introduction 

 Alzheimer's disease (AD) is the principal cause of dementia worldwide, affecting 

approximately 35 million people. Since the major risk factor for AD is age, the aging of 

the population means that the number of people suffering from AD will only increase. 

The mechanism underlying AD is not clearly understood. As such, no treatments are 

currently available to prevent, slow, or arrest this disease. 

 The two main pathological characteristics of AD are the accumulation of amyloid-

beta (A) peptides in senile plaques and the presence of neurofibrillary tangles in the 

brain. Senile plaques are formed by the aggregation of A peptides, mainly A40 and 

A42. These peptides are derived from the two-step proteolytic cleavage of the amyloid 

precursor protein (APP). During the first step, APP is cleaved either by an -secretase 

(non-amyloidogenic pathway) or by a -secretase (BACE) (amyloidogenic pathway). 

During the second step, -secretase induces the production of A if APP has been 

cleaved by BACE. A are also produced in healthy aged people. However, the 

physiological role of A is not clear. Some studies have shown that the A are involved 

in cholesterol transport by forming HDL-like particles (Michikawa et al., 2001; Nomura 

et al., 2013; Umeda et al., 2010). 

 Cholesterol is an essential component of the brain. Cholesterol in the brain accounts 

for 25% of all cholesterol in the body and plays an important role in neuronal plasticity 

and function. High cholesterol levels in cells, particularly in lipid rafts, induce the 

amyloidogenic cleavage of APP, resulting in enhanced A formation (Xiong et al., 

2008). Conversely, low cholesterol levels induce the non-amyloidogenic cleavage of 

APP and a decrease in -secretase activity. Cholesterol metabolism, especially 

cholesterol transport, may thus be involved in the development and progression of AD.  

 Epidemiological and experimental studies have shown that hypercholesterolemia is a 

risk factor for AD (Refolo et al., 2000; Refolo et al., 2001; Shie et al., 2002; Umeda et 

al., 2012; Wolozin, 2001). Moreover, total cholesterol levels in the AD brain are higher 

than those in the healthy brain (Xiong et al., 2008). These studies suggest that 

cholesterol metabolism, especially cholesterol efflux, may be altered in AD. Alterations 

of cholesterol efflux can also induce an increase in cholesterol levels in the brains, 

contributing to an increase in A levels. 
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 Cholesterol efflux is mediated by apoA-1 and HDL particles and allows the transport 

of cholesterol from cells to the circulation for elimination by the liver. Three cholesterol 

efflux pathways have been identified: passive diffusion, SR-BI receptor mediated-

cholesterol efflux, and ABCA1/ABCG1-mediated cholesterol transport. Cholesterol 

efflux is initiated by the efflux of phospholipids and cholesterol to apoA-1 via its 

interaction with the ABCA1 transporter. A study by Khalil et al. suggested that the 

interaction between apoA-1 and the ABCA1 transporter may be altered in AD (Khalil et 

al., 2012). They also showed that ApoA-1 purified from the plasma of AD patients is 

less effective at mediating cholesterol efflux from J774 macrophages via the ABCA1 

pathway than apoA-1 purified from healthy plasma (Khalil et al., 2012).  

 Given the importance of cholesterol efflux in the regulation of membrane cholesterol 

and the modulation of Aβ formation, the aims of the present study were to determine 

whether HDL-mediated cholesterol efflux is altered in AD and to investigate the role 

and effect of A in the regulation of HDL-mediated cholesterol efflux.  
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Materials and methods 

Reagents 

 n-butanol and methanol were from Fisher (Canada). 1,1,3,3-Tetraethoxypropane, 

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 8-(4-chlorophenylthio)adenosine 3′,5′-cyclic 

mono-phosphate sodium salt (cpt-cAMP), sodium hydroxide (NaOH), polyethylene 

glycol (PEG), Lipopolysaccharide (LPS), butylated hydroxytoluene (BHT), 2-

thiobarbituric acid, 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene (DPH), DNPH, and DTNB were from 

Sigma (USA). The J774 cells were from the American Type Culture Collection (ATCC, 

USA). RPMI 1640, Dulbecco’s-modified medium (DMEM), penicillin/streptomycin, 

sodium pyruvate, PBS, bovine serum albumin (BSA), and fetal bovine serum (FBS) 

were from Wisent Inc. (Canada). M-CSF was from Peprotech (Canada). [3H]-

cholesterol was from Perkin Elmer. A40 and A42 were from Tocris Bioscience 

(USA).  

Subjects 

 Eighty-seven elderly subjects were recruited, of whom 27 were healthy (mean age 71 

± 5.39 years), 27 had mild cognitive impairment (MCI) (mean age 74 ± 5.02 years), and 

33 had mild Alzheimer’s disease (mAD) (mean age 79 ± 4.7 years). The healthy elderly 

subjects were living at home and were functionally independent and cognitively intact. 

They were selected based on the SENIEUR (Senior Europeans) protocol recognized by 

the EURAGE Program on Aging of the European Community as the standard selection 

protocol for immuno-gerontological studies (Ligthart et al., 1984). The MCI and mAD 

patients were selected from the records of the Memory Clinic of the Sherbrooke 

University Geriatric Institute. The mAD patients had been diagnosed with probable AD 

based on the fourth edition of the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 

(DSM-IV) published by the American Psychiatric Association in 1994 and the criteria 

of the National Institute of Neurological and Communicative Disorders and 

Stroke/Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association (NINCDS_ADRDA) 

(McKhann et al., 1984). All the healthy subjects and MCI and AD patients underwent 

the Folstein Mini-Mental State Examination (MMSE) test (Folstein et al., 1975). All 

other dementias and neurological and psychiatric disorders were excluded. The AD 

patients had no vascular problem, no kidney or liver disease, and were only slightly 

hypertensive. None had cancer or a history of cerebral vascular accident, and none was 
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taking a statin or lipid-lowering agent. The study protocol was approved by the Ethics 

Committee of the University of Sherbrooke. Informed, written consent was obtained 

from all the participants and/or their representatives. Their characteristics are 

summarized in Table 1.  

Blood collection 

 After overnight fasting, 80 ml of blood was collected in heparin-containing vacuum 

tubes. The plasma was separated by low speed centrifugation (260 x g, 15 min, 22°C) 

and was stored at – 80°C until used. The pellet was used to isolate monocytes.  

 

Human monocyte isolation and differentiation into macrophages 

 Peripheral blood monocyte cells (PBMC) were separated by density gradient 

centrifugation on Ficoll-PaqueTM Plus columns (GE Healthcare Life Sciences). They 

were resuspended in RPMI 1640 medium containing penicillin and streptomycin.  

 Six-well or twelve-well plates were pre-coated with heat-inactivated AB human 

serum (Invitrogen) for 30 min. The PBMC were plated in twelve-well (3 x 106 cells per 

well) or six-well (10 x 106 cells per well) plates and were allowed to attach for 30 min. 

Unattached cells were removed, and adherent monocytes were washed twice with RPMI 

1640 medium. The monocytes were cultivated in RPMI 1640 medium containing 10% 

heat-inactivated FBS, penicillin/streptomycin, and 50 ng/ml of M-CSF to allow 

differentiation into monocyte-derived macrophages (MDM). The medium was changed 

every 2-3 days. Differentiation into macrophages was complete after 7 days. The MDM 

were stimulated with 100 ng/mL of LPS for 24 h to direct the macrophages to the M1 

route and to induce them to overexpress the ABCA1 transporter. These macrophages 

were used to measure cholesterol efflux and ABCA1 expression. 

 

Measurement of ABCA1 expression on MDM 

 The MDM were incubated in 1% fixation buffer (BioLegend, USA) for 10 min and 

were then centrifuged at 5000 rpm for 5 min at 22°C. Non-specific sites were blocked 

for 15 min with 1% BSA in PBS. The cells were permeabilized for 15 min in Permwash 

(BD Bioscience, Canada) and were incubated for 30 min at room temperature with an 

anti-ABCA1 primary antibody (ab18180, 3 µg/106 cells; Abcam). The MDM were 
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washed three times with PBS and were then incubated for 30 min at room temperature 

with goat anti-mouse IgG H&L (Alexa Fluor 488) antibody (ab150113, 1:500; Abcam). 

Following three washes with PBS, the cells were resuspended in 200 µL of PBS, sorted 

by fluorescence activated cell sorting (FACS), and analyzed using FlowJo software.  

Isolation of HDL 

 HDL were isolated by using the polyethylene glycol (PEG) precipitation method. 

Briefly, the plasma was mixed with an equal volume of PEG solution (20%, MW 5000-

7000), and the mixture was incubated for 20 min at room temperature. The mixture was 

then centrifuged at 2000 x g for 20 min at 4°C, and the supernatant was collected (Izzo 

et al., 1981).  

Cholesterol efflux measurements 

 Cholesterol efflux was measured as described previously (Berrougui et al., 2012). 

Briefly, MDM and J774 macrophages were loaded with [3H]-cholesterol (1 Ci/ml) for 

24 h. Labeled macrophages were washed and were equilibrated in serum-free medium 

containing 1% BSA for an additional 12 h.  

 To produce ABCA1-enriched cells, [3H]-cholesterol-loaded J774 macrophages were 

equilibrated in DMEM containing 1% BSA and 0.3 mM cAMP (8-(4-

chlorophenylthio)adenosine 3′,5′-cyclic monophosphate sodium salt) for 12 h (Bortnick 

et al., 2000). The macrophages were then washed before being used for the cholesterol 

efflux measurements. 

 Labeled MDM were incubated for 4 h with plasma obtained from the same patient. 

J774 macrophages and ABCA1-enriched J774 macrophages were incubated for 4 h with 

HDL obtained from each patient. The medium was recovered and was centrifuged at 17 

000 x g for 15 min at 4°C to eliminate cell debris. The cells were washed in PBS and 

were lysed in PBS containing 1 M NaOH. The radioactivity in the medium and the cell 

lysate was measured using a liquid scintillation counter (LS6500 multi-purpose 

scintillation counter; Beckman, USA). The percentage of cholesterol efflux was 

calculated using the following formula: [radioactivity of medium / (radioactivity of 

medium + radioactivity of lysate of cells)] x 100. The radioactivity is expressed in 

counts per minute (cpm). 
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Measurement of sulfhydryl groups 

 Free sulfhydryl (SH) groups on proteins in the plasma and HDL were measured 

using the DTNB method as described by Hu (Hu, 1994). 

Measurement of carbonyl groups 

 Plasma and HDL protein carbonyl levels were assayed as described previously 

(Reznick & Packer, 1994). Briefly, carbonyl levels were determined by 

dinitrophenylhydrazine (DNPH) derivatization. DNPH reacts with carbonyl groups to 

form hydrazones, and the change in absorbance is measured at 360 nm (ϵ = 22, 000 M−1 

cm−1). 

Measurement of lipid peroxidation  

 Lipid peroxidation was determined in the plasma and HDL by measuring 

malondialdehyde (MDA) and conjugated diene levels, respectively.  

 Plasma MDA levels were measured by high-performance liquid chromatography 

(HPLC) using a 5 μm ODS 100 mm x 4.6 mm HP Hypersil column, a 5 μm ODS guard 

column, and a methanol:buffer (40:60, v:v) mobile phase. The buffer was 50 mM 

potassium monobasic phosphate. The pH was adjusted to 6.8 using 5 M KOH (Agarwal 

& Chase, 2002). The fluorescence detector was set at an excitation wavelength of 515 

nm and an emission wavelength of 553 nm. Plasma samples were treated with BHT and 

were heat derivatized at 100°C for 1 h with thiobarbituric acid at acidic pH. Plasma 

MDA was extracted with n-butanol, and 10 μL was injected on the column. A standard 

curve of 1,1,3,3-tetraethoxypropane (TEP) was prepared to determine the concentration 

of MDA. 

 HDL lipid peroxidation was evaluated by measuring conjugated diene formation. 

Briefly, the absorbance was measured at 234 nm in a 1 cm path length cuvette using a 

spectrophotometer (UH5300; Hitachi, Canada). 

Measurement of HDL fluidity 

 HDL fluidity was based on measurements of the steady-state anisotropy of 1,6-

diphenyl-1,3,5-hexatriene (DPH) as described previously (Helal et al., 2013). Briefly, 

25 µg of HDL was incubated with 1 µM DPH for 15 min at 37°C. The steady-state 

fluorescent polarization of DPH was measured using a fluorescence spectrophotometer 
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(model F-4500; Hitachi, Canada). Fluidity is the inverse value of anisotropy and is 

expressed as [1/r: steady-state fluorescence anisotropy]. r was calculated using the 

following formula: [(Iv - GIp) / (Iv - 2GIp)], where Iv and Ip are the parallel and 

perpendicular polarized fluorescence intensities, respectively, and G is the 

monochromator grating correction factor. 

Measurement of plasma A42 levels 

 Plasma A42 levels were measured by ELISA using SensoLyte® Anti-Human eta-

Amyloid (1-42) Quantitative ELISA colorimetric kits (Anaspec) according to the 

manufacturer's instructions. 

Statistical analysis 

 Values are expressed as means ± SEM. A one-way ANOVA was used for multiple 

comparisons, followed by a Bonferroni and the Pearson correlation was calculated to 

assess the association between two continuous variables. All results were interpreted at 

an alpha level of 0.05. The statistical analyses were performed using GraphPad Prism 

6.0 software.  



60 
 

Results 

The baseline characteristics of the healthy and patient groups are summarized in 

Table 1. There was a significant difference between the healthy subjects and the MCI 

and mAD patients with respect to age (71 ± 5.39, 74 ± 5.02 and 79 ± 4.70 years, 

respectively). There was also a significant difference between the MMSE scores of the 

healthy subjects (MMSE = 29.67 ± 0.73) and the MCI (MMSE = 27.26 ± 1.95, p < 

0.001) and mAD (MMSE = 23.36 ± 3.85, p <0.0001) patients. However, there were no 

significant differences for the other biochemical parameters, including lipid profiles 

(triglycerides, total cholesterol, LDL and HDL cholesterol), apoA-1 concentrations, and 

apoA-1/HDL ratios. 

 

Table 1 : Fasting plasma lipid parameters and Mini Mental State Examination 

(MMSE) scores of participating individuals. 

 

 Healthy subjects MCI mAD 

Age (years) 71 ± 5.39 74 ± 5.02 79 ± 4.7 **** 
Sex, n (Male/Female) 8/19 5/22 7/26 
Triglycerides (mM) 2.75 ± 1.93 2.19 ± 1.59 2.19 ± 1.53 
Total cholesterol (mM) 4.00 ± 1.47 4.43 ± 1.57 4.51 ± 1.39 
LDL cholesterol (mM) 2.15 ± 0.94 2.45 ± 1.17 2.53 ± 1.00 
HDL cholesterol (mM) 1.57 ± 0.48 1.54 ± 0.51 1.39 ± 0.41 
ApoA-1 (g/L) 1.63 ± 0.30 1.58 ± 0.31 1.61 ± 0.28 
HDL/LDL 0.91 ± 0.59 0.79 ± 0.57 0.63 ± 0.29 
Cholesterol/HDL 2.65 ± 0.95 3.05 ± 1.10 3.53 ± 1.57 
ApoA-1/HDL 2.89 ± 0.95 2.79 ± 0.69 3.2 ±0.87 
MMSE scores 29.67 ± 0.73 27.26 ± 1.95 *** 23.36 ± 3.85 **** 
 

Results are expressed as means ± SD. *** p < 0.001 vs. Healthy subjects and **** p < 

0.0001 vs. Healthy subjects 

 

Measurement of plasma-mediated cholesterol efflux 

In order to investigate the difference between the healthy subjects and the MCI and 

mAD patients with respect to the efflux of cholesterol from macrophages to the plasma, 

MDM from each patient were separately loaded with [3H]-cholesterol for 24 h and were 

then incubated with 5% plasma from the same patient for 4 h. Cholesterol efflux from 

the MDM to the plasma was significantly lower for the MCI and mAD patients than for 
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the healthy subjects (p < 0.05) (Figure 1A). However, efflux was identical for the MCI 

and AD patients, suggesting that the alterations had already occurred in the MCI 

patients prior to AD development. 

The level of cholesterol efflux depends on the capacity of macrophages to liberate 

cholesterol and on apoA-I/HDL to accept cholesterol. The process is initiated by an 

interaction between apoA-1 and the ABCA1 transporter on macrophages. To determine 

which factor is involved in the decrease in cholesterol efflux from the MDM to the 

plasma of the MCI and mAD patients, we measured ABCA1 expression on the MDM 

obtained from each patient and from the healthy subjects. There were no significant 

differences between ABCA1 expression on the MDM from the healthy subjects and 

from the MCI and mAD patients (Figure 1B), indicating that disease-associated 

differences did not reside at the level of ABCA1 transporter expression.   
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Figure 1: Alteration of cholesterol efflux in patients with cognitive decline is not 

caused by a decrease in the expression of the ABCA1 transporter 

 

(A) Monocytes were differentiated into macrophages, were loaded with [3H]-cholesterol 

for 24 h, and were incubated for 4 h in efflux medium containing 5% plasma. The 

radioactivity in the medium and the cells was measured. The percentage of cholesterol 

efflux was calculated using the following formula: (cpm in medium / cpm in medium + 

cpm in cells) x 100. The results are expressed as means ± SEM. A one-way ANOVA 

test was used to compare the means of the patient groups with the mean of the healthy 

group. * p < 0.05 vs. healthy subjects. n = 30 (n = 8 healthy, n = 10 MCI, n = 13 mAD). 

(B) Monocytes were differentiated into macrophages for 7 days. ABCA1 expression 

was measured by FACS. The results are expressed as means ± SEM. A one-way 

ANOVA test was used to compare the means of the patient groups with the mean of the 

healthy group. 
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Alteration in the capacity of HDL to mediate cholesterol efflux in Alzheimer's disease 

To further investigate why cholesterol efflux is altered in AD, the capacity of HDL 

from each patient to mediate cholesterol efflux from macrophages was measured. J774 

macrophages were used to compare the cholesterol efflux capacity of HDL as a function 

of health status (healthy, MCI, and mAD). HDL was incubated for 4 h with unenriched 

J774 and ABCA1-enriched J774 macrophages (pre-incubated with 0.3 mM cAMP to 

induce ABCA1 expression) previously loaded with [3H]-cholesterol. The capacity of 

HDL from the mAD patients to mediate cholesterol efflux from unenriched J774 

macrophages was relatively low (p < 0.05) (Figure 2) compared to the healthy and MCI 

groups.  

 

 

Figure 2: Alteration of HDL-mediated cholesterol efflux in Alzheimer’s disease 

patients 

 

J774 macrophages were loaded with [3H]-cholesterol for 24 h and were then 

equilibrated for 12 h in efflux medium containing cAMP (0.3 mM) to induce the 

expression of ABCA1. They were washed and were incubated for 4 h in efflux medium 

containing 5% HDL. The radioactivity in the medium and the cells was measured. The 

percentage of cholesterol efflux was calculated using the following formula: (cpm in 

medium / cpm in medium + cpm in cells) x 100. The measurements were performed in 
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triplicate for each subject. The results are expressed as means ± SEM. A one-way 

ANOVA test was used to compare the means of the patient groups with the mean of the 

healthy group. * p < 0.05 vs. healthy subjects. n = 57 (n = 17 healthy, n = 15 MCI, n = 

25 mAD). 

 

Measurement of the oxidation of proteins and lipids in the plasma and HDL 

In order to understand the alteration in the capacity of HDL to mediate cholesterol 

efflux, protein oxidation and lipid peroxidation levels were measured in the plasma and 

HDL. We previously showed that the age-related reduction of HDL-mediated 

cholesterol efflux is due, in part, to oxidative modifications to apoA-1 (Berrougui et al., 

2007). Oxidative modifications to proteins are determined by measuring free sulfhydryl 

(SH) and carbonyl group content. Interestingly, our results showed that AD patients 

possess a high plasma SH group content compared to the healthy subjects (p < 0.05) 

(Figure 3A). On the other hand, there was no significant difference among the three 

groups in terms of plasma carbonyl group content and MDA content (Figures 3B and 

3C).  
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Figure 3: Effect of cognitive decline on the oxidation states of proteins and lipids in 

the plasma 

 

(A) Free sulfhydryl groups were measured in the plasma using the DTNB method. n = 

59 (n = 15 healthy, n = 15 MCI, n = 29 mAD). (B) Carbonyl groups were measured in 

the plasma. n = 60 (n = 16 healthy, n = 15 MCI, n = 29 mAD). (C) Lipid peroxidation 

was evaluated by measuring malondialdehyde (MDA) levels. n = 59 (n = 15 healthy, n 

= 15 MCI, n= 29 mAD). The results are expressed as means ± SEM. A one-way 

ANOVA test was used to compare the means of the patient groups with the mean of the 

healthy group. * p < 0.05 vs. healthy subjects.  
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We then measured the free SH group, carbonyl group, and conjugated diene content 

of HDL from the three groups of subjects. The SH group content of the HDL from the 

mAD patients was significantly decreased compared to the healthy subjects (Figure 4A; 

p < 0.05). On the other hand, there was no significant difference among the three groups 

in terms of carbonyl group content. (Figure 4B). Interestingly, the conjugated diene 

content of the HDL from the MCI and mAD patients was significantly higher than that 

of the healthy subjects (Figure 4C).  
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Figure 4: Effect of cognitive decline on the oxidation states of proteins and lipids in 

the HDL 

 

(A) Free sulfhydryl groups were measured in the HDL using the DTNB method. n = 59 

(n = 15 healthy, n = 15 MCI, n = 29 mAD). (B) Carbonyl groups were measured in the 

HDL. n = 36 (n = 9 healthy, n = 9 MCI, n = 18 mAD). (C) Lipid peroxidation was 

evaluated by measuring conjugated diene levels. n = 29 (n = 10 healthy, n = 9 MCI, n= 

10 mAD). The results are expressed as means ± SEM. A one-way ANOVA test was 

used to compare the means of the patient groups with the mean of the healthy group. * p 

< 0.05 vs. healthy subjects and ** p < 0.01 vs. healthy subjects.  

 

Alteration of HDL fluidity during cognitive decline 

In addition to oxidative modifications to HDL, the biophysical properties of HDL 

may help explain the decrease in the capacity of HDL from mAD patients to mediate 

cholesterol efflux. The fluidity of the lipid fraction of HDL is a major determinant of 

the capacity of HDL to mediate cholesterol efflux. Interestingly, despite the oxidative 

alterations to HDL as measured by conjugated diene formation, the fluidity of HDL 

from the mAD patients was higher than that of HDL from the healthy subjects (Figure 

5A). In addition, HDL fluidity was significantly inversely correlated with the MMSE 

scores (r = –0.4137, p < 0.009, Figure 5B). The increase in the fluidity of HDL from 

the mAD patients suggested that the HDL particles had undergone biochemical 

changes.  
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Figure 5: Effect of cognitive decline on HDL fluidity 

Fluidity was measured by fluorescence polarization using the 1,6-diphenyl-1,3,5-

hexatriene probe. Fluidity is the inverse of anisotropy and is expressed as 1/r (r: steady-

state fluorescence anisotropy). The measurements were performed in duplicate or 

triplicate for each subject. (A) Comparison of HDL fluidity among the groups. The 

results are expressed as means ± SEM. A one-way ANOVA test was used to compare 

the means of the patient groups with the mean of the healthy group. **** p < 0.0001 vs. 

healthy subject. n = 40 (n = 10 healthy, n = 10 MCI, n = 20 mAD). (B) Correlation 

between HDL fluidity and the level of cognitive decline. The Pearson correlation was 

used to study the relationship between HDL fluidity and the MMSE score (cognitive 

decline). n = 38, r = –0.4137, p = 0.0098. 

 

Effect of A1-42 on HDL fluidity 

We next investigated the relationship between A1-42 levels and cholesterol 

homeostasis. A previous study by Umeda et al. had shown that A1-42 mediates 

cholesterol transport from the brain to the circulation, suggesting that A is involved in 
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the maintenance of cellular cholesterol homeostasis (Umeda et al., 2010). Based on this, 

we measured the A1-42 content of plasma from the healthy subjects and the MCI and 

mAD patients. Our results showed that MCI patients had significantly higher levels of 

plasma A1-42 than the healthy subjects (Figure 6A). Since A can be transported by 

HDL (Koudinov et al., 1996), we hypothesized that A1-42 associates with and modifies 

the structure of HDL, altering cholesterol efflux. To investigate this possibility, we 

measured HDL fluidity in the presence of A1-42. Our results showed that incubating 

pooled purified HDL with A1-42 for 4 h significantly reduced HDL fluidity (Figure 

6B), depending on the origin of the HDL (Figure 6B). While no changes were observed 

in HDL fluidity when A1-42 was incubated with HDL from the healthy subjects, A1-42 

significantly decreased the fluidity of HDL from the mAD patients (Figure 6C; p 

<0.05). It should be noted that this decrease resulted in a return of the fluidity of HDL 

from MCI and mAD patients to the normal level seen in healthy subjects. 
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Figure 6: Effect of A42 on HDL fluidity 

(A) Measurement of A42 levels in the plasma. n = 47 (n = 13 healthy, n = 13 MCI, n = 

21 mAD). The results are expressed as means ± SEM. A one-way ANOVA test was 

used to compare the means of the groups. * p < 0.05 vs. healthy. (B and C) HDL were 

isolated from the plasma using the PEG method. The HDL were incubated for 4 h at 

37°C with A42 (0.5 nM). After 4 h, HDL fluidity was measured by fluorescence 

polarization using the 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene probe. Fluidity was equal to 1/r (r: 

steady-state fluorescence anisotropy). The measurements were performed in triplicate. 

The results are expressed as means ± SEM. A one-way ANOVA test was used to 

compare the means of the groups. * p < 0.05. 
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Effect of A1-42 and A1-40 on cholesterol efflux 

We measured the capacity of A1-42 and A1-40 to stimulate HDL-mediated 

cholesterol efflux in vitro. Our results showed that A1-42 and A1-40, alone or in the 

presence of HDL, had no effect on cholesterol efflux from unenriched J774 

macrophages (Figure 7). However, when ABCA1-enriched J774 macrophages were 

used, A1-42 significantly reduced the capacity of HDL to mediate cholesterol efflux 

compared to HDL alone or to HDL incubated in the presence of A1-40. A1-42 appeared 

to alter HDL-mediated cholesterol efflux via the ABCA1 transporter by interacting with 

the transporter or by altering the structure of the HDL. 

 

Figure 7: Effect of Aon cholesterol efflux 

J774 macrophages were loaded with [3H]-cholesterol for 24 h and were then 

equilibrated for 12 h in efflux medium containing cAMP (0.3 mM) to induce ABCA1 

expression. They were washed and incubated for 4 h in efflux medium (control), efflux 

medium containing 5% HDL (HDL), efflux medium containing A40 or A42 (0.5 

nM), or efflux medium containing 5% HDL and A40 or A42 (0.5 nM). The 

radioactivity in the medium and the cells was measured. The percentage of cholesterol 

efflux was calculated using the following formula: (cpm in medium / cpm in medium + 

cpm in cells) x 100. The measurements were performed in triplicate. The results are 

expressed as means ± SEM. A one-way ANOVA test was used to compare the means of 

the groups. * p < 0.05, ** p < 0.01, **** p < 0.0001. 



72 
 

Discussion 

While the exact cause of AD is unknown, A plaques contribute to AD and are 

correlated with disease progression. The production of A is influenced by the 

cholesterol content of neuron membranes (Abad-Rodriguez et al., 2004) and increases 

in parallel with the increase in cholesterol content (Simons et al., 1998; Xiong et al., 

2008). Cellular cholesterol levels are strictly regulated by apoA-1/HDL-mediated 

cholesterol efflux via membrane ABCA1/ABCG1 transporters and the SR-BI receptor 

(Phillips, 2014; Zannis et al., 2006). We previously showed that ABCA1-mediated 

cholesterol efflux is altered in AD (Khalil et al., 2012). In the present study, we 

examined cholesterol efflux in MCI and AD and found that changes to the oxidative 

status and fluidity of HDL also have an impact on cholesterol efflux, with a putative 

very early protective role followed by the deleterious participation of A. We also 

investigated these changes in MCI, which is the prodromal state of AD. 

The lipid measurements showed that total cholesterol levels tended to be higher in 

the MCI and mAD patients than in the healthy subjects. In addition, total cholesterol 

levels were negatively correlated with the MMSE scores (r = –0.2602, p = 0.0182). 

LDL levels also tended to be higher in the mAD patients than in the healthy subjects, 

but not significantly so; reciprocally, HDL levels were lower in the mAD patients than 

in the healthy subjects, but again this difference was not statistically significant. These 

results suggest that cholesterol metabolism may be altered in MCI and AD, albeit not 

markedly. However, in biological terms, this could have an important impact over the 

long term. Indeed, some studies have shown that a decrease in HDL levels is a risk 

factor for dementia (Singh-Manoux et al., 2008; Zuliani et al., 2010) and that an 

increase of HDL levels can lower the risk of developing AD (Reitz et al., 2010). 

Together, these data suggest that cholesterol efflux may influence the development and 

progression of AD. 

Our results showed that the apoA-1 levels of the MCI and mAD patients and the 

healthy subjects did not change. A study by Bergt et al. showed that the plasma levels of 

apo-A1 were the same in AD patients and in healthy subjects (Bergt et al., 2006). In 

contrast, some studies have shown that apo-A1 levels decrease during the progression of 

cognitive decline (Kawano et al., 1995). Collectively, these findings suggest that 

cholesterol transport may be altered in AD and that a decrease in apo-A1 levels does not 

explain this alteration.  
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To determine whether cholesterol efflux is altered in AD, we measured this 

parameter using macrophages isolated from the patients; and their plasma as a 

cholesterol acceptor. Our results showed that cholesterol efflux was significantly lower 

in the MCI and mAD patients than in healthy subjects, suggesting that cholesterol efflux 

is disrupted in MCI and mAD but that the disruption cannot be explained by a decrease 

in apo-A1 levels. PBMCs of Alzheimer’s patients accumulate more cholesterol and are 

less effective at mediating cholesterol efflux than those of healthy subjects (Pani et al., 

2009). Our results also showed that HDL levels and cholesterol efflux were lower in 

mAD patients than in the healthy subjects. A recent study by Voloshyna et al. 

(Voloshyna et al., 2013) showed that the plasma of patients with rheumatoid arthritis 

manifested disturbed cholesterol homeostasis in macrophages due to decreased 

expression of cholesterol transporters (ABCA1 or ABCG1). So, unknown deleterious 

substances in the plasma could reduce the expression of cholesterol transporters on 

macrophages and result in a reduction of the cholesterol efflux. Besides, the lower 

cholesterol efflux observed in AD could be due to a decrease in the capacity of HDL to 

mediate cholesterol efflux. 

The present study showed that cholesterol efflux was altered in the MCI and the 

mAD patients compared to the healthy subjects. Because there were no significant 

difference between the three groups in terms of ABCA1 expression on MDM, it is 

unlikely that the plasma-mediated decrease in cholesterol efflux observed in the MCI 

and mAD patients can be explained by a decrease in the expression of ABCA1 

expression or a decrease in apo-A1 levels. Manda et al. recently reported that ABCA1 

transporter mRNA levels in macrophages are the same Alzheimer’s patients and aged 

healthy subjects (Mandas et al., 2012).  

We also hypothesized that alterations in cholesterol efflux observed with the mAD 

patients could be explained by a decrease capacity of HDL to mediate cholesterol efflux 

or by a decrease in ABCA1/apo-A1 interaction. We used unenriched J774 and ABCA1-

enriched J774 macrophages to measure cholesterol efflux and showed that HDL from 

the mAD was less efficient at mediating cholesterol efflux from unenriched J774 

macrophages than HDL from the healthy subjects. However, this difference disappeared 

when ABCA1-enriched J774 macrophages were used. These results showed that the 

interaction between apoA-1 and the ABCA1 transporter is not altered in AD and that 

the reduction in cholesterol efflux in the MCI and mAD patients compared to the 

healthy subjects was not due to a change in the ABCA1/ApoA-I pathway. As such, the 
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decrease in cholesterol efflux observed in the mAD patients may be caused by an 

alteration in cholesterol efflux via the SR-B1 receptor and/or the ABCG1 transporter. 

The results of a study by Koudinov et al., which are in agreement with this assumption, 

showed that the compositions of different subclasses of HDL is altered in Alzheimer 

patients (Koudinov et al., 2001). However, there was an apparent discrepancy between 

the capacity of plasma and purified HDL to mediate cholesterol efflux in the MCI 

patients, suggesting that changes to HDL may be less important in MCI patients than in 

mAD patients and that the major determinant of reduced cholesterol efflux may be other 

components of the plasma such as increased Aβ levels.  

Some studies have shown that oxidized HDL are less efficient at mediating 

cholesterol efflux (Girona et al., 1997). AD has been associated with stresses 

encompassing oxidation of proteins, lipids, and nucleic acids (Reddy et al., 2009). 

Accordingly, we measured oxidative modifications to proteins and lipids in plasma and 

HDL obtained from each patient and healthy subject. Our results showed that there was 

a slight but significant increase in SH groups in the plasma of mAD patients relative to 

the healthy subjects. A study by Russell and Siedlak (Russell et al., 1999) showed that 

there are more SH groups in the plasma of AD patients than in the plasma of healthy 

subjects. They suggested that the increase in SH groups in AD is due to a compensatory 

response to an oxidative stress. The increase in the SH group content observed in the 

plasma from the mAD patients might thus be explained by an increase in oxidative 

stress. The compensatory mechanism that is activated in the presence of AD may 

explain the reduction in the formation of carbonyl groups in these patients compared to 

healthy subjects as previously shown by Aldred et al. (Aldred et al., 2010). The fact that 

MDA levels were same in the plasma of the MCI and mAD patients and the healthy 

subjects lends support to this finding.  

Interestingly, our measurements of the oxidative modifications of HDL indicated that 

there was an increase in oxidized lipids and proteins in the HDL particles. Indeed, our 

results showed that there were significantly fewer SH groups in the HDL from the mAD 

patients than in the HDL from the healthy subjects and that the conjugated diene content 

were higher in the HDL from the MCI and mAD patients than in the HDL from the 

healthy subjects. In a previous study, we showed that the HDL from AD patients were 

more oxidized than the HDL from healthy subjects (Khalil et al., 2012). Moreover, a 

study by Schippling et al. (Schippling et al., 2000) showed that AD lipoproteins in the 
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cerebrospinal fluid are more sensitive to oxidation than healthy lipoproteins. All these 

studies appear to suggest that HDL are oxidized in AD. 

The oxidation of HDL particles leads to an alteration of the composition and 

structure of HDL, which modifies their functionality (Ferretti et al., 2006). Our results 

showed that there was a significant increase in the fluidity of HDL from the mAD 

patients compared to the HDL from the healthy subjects. We also showed that HDL 

fluidity is inversely correlated with cognitive decline as measured by MMSE scores. 

Sibmooh et al. showed that the oxidative modification of HDL is accompanied by an 

increase in fluidity as measured by fluorescence anisotropy (Sibmooh et al., 2004). Our 

results thus confirmed that the alterations to the HDL structure caused by oxidative 

modification of proteins and lipids may explain the reduction of the capacity of the 

HDL from the mAD patients to mediate cholesterol efflux.  

A plasma levels may also influence the capacity of HDL to mediate cholesterol 

efflux. Several studies have shown that A associates with HDL in the plasma and the 

cerebrospinal fluid through an interaction with apolipoproteins (Biere et al., 1996; 

Koudinov et al., 1996; Kuo et al., 1999). The association of A with HDL in AD may 

affect the structure and functionality of HDL particles, leading to a decrease in their 

functionality and especially in their capacity to mediate cholesterol efflux. Our results 

showed that A1-42 levels were significantly higher in the plasma of MCI patients 

compared to healthy subjects. Since the increase in A1-42 levels did not appear to 

modify the capacity of HDL to mediate cholesterol efflux (r = –0.1606, p = 0.2808), the 

increase cannot not fully explain the reduction in cholesterol efflux in MCI. Umeda et 

al. used a mouse model to show that A and  can stimulate cholesterol efflux 

via ABCA1 by inducing the formation of HDL-like particles and that A can 

transport cholesterol from the brain to the periphery (Umeda et al., 2010). In the present 

study, the in vitro measurements of cholesterol efflux showed that neither A1-40 nor 

A1-42 stimulates cholesterol efflux from unenriched J774 or ABCA1-enriched J774 

macrophages. Our results also showed that A1-42-enriched HDL from healthy subjects 

significantly affected their capacity to mediate cholesterol efflux from ABCA1-enriched 

J774 macrophages. This suggested that A1-42 can alter cholesterol efflux by interacting 

with the ABCA1 transporter or by altering the structure of HDL. Measurements of HDL 

fluidity showed that the effect of A1-42 on the structure HDL depends on the origin of 

the HDL. While no effect was observed with HDL from the healthy subjects, A1-42 
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significantly decreased the fluidity of HDL from mAD patients. Treating HDL from 

mAD patients with A1-42 reduced the fluidity of HDL to levels comparable to those 

seen in healthy subjects, suggesting that A1-42 can restore the structure but not the 

functionality of HDL. A study by Kontush et al. showed that 0.1 nM to 1 nM of A1-40 

and A1-42 have an antioxidant effect on plasma and cerebrospinal fluid lipoproteins 

(Kontush et al., 2001), suggesting that the beneficial effect of A1-42 with respect to 

restoring the fluidity of HDL from the mAD patients may be due to the antioxidant 

activity of A1-42. However, we suggest that the increase in A1-42 levels in MCI and 

AD patients will ultimately decrease HDL functionality. 

In conclusion, the loss of HDL functionality in mAD is likely due to the oxidation of 

this particules and to the concomitant alteration in their structure. Even though A1-42 

restores HDL fluidity, it is unable to maintain functionality because of these oxidative 

changes. Because such oxidative changes are less marked in MCI, A42 might be able 

to restore HDL functionality by restoring fluidity but, on the other hand, it would alter 

the capacity of the plasma to sustain cholesterol efflux, most likely by interacting with 

the ABCA1 receptor. There is thus a clear difference in the mechanisms mediating 

cholesterol efflux in MCI and mAD. Further studies are needed to identify other plasma 

components that may interfere with HDL functionality and alter cholesterol efflux in 

MCI. This will be important for more precisely understanding why the functionality of 

HDL is altered in AD and for developing effective therapeutic strategies, which may be 

different in MCI than in AD, where HDL functionality per se is also altered. 
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Partie 2 : Etude de la PON1 dans la MA 

 

I. Hypothèse et objectif : 

 

La PON1 qui est une protéine associée aux HDL est impliquée dans l’élimination des 

composés organophosphorés comme les pesticides et les gaz neurotoxiques. Elle 

possède des propriétés anti-oxydantes et anti-inflammatoires. De plus, elle serait 

capable de stimuler l’efflux du cholestérol réalisé par les HDL via la production de 

LysoPC. Nous pensons donc qu’une altération des fonctionnalités de la PON1 pourrait 

contribuer au développement de la MA. En effet, une réduction de l’activité 

paraoxonase pourrait conduire à un défaut d’élimination des composés 

organophosphorés neurotoxiques et ainsi, contribuer au développement de la MA. De 

plus, une baisse de fonctionnalité de la PON1 pourrait conduire à une altération des 

propriétés anti-oxydantes et anti-inflammatoires des HDL ce qui pourrait contribuer au 

développement du stress oxydant et de l’inflammation dans la MA. Enfin, une altération 

de la PON1 pourrait conduire à une baisse de sa capacité à stimuler l’efflux du 

cholestérol réalisé par les HDL. Les polymorphismes 192Q/R et 55L/M ayant un effet 

sur l’activité PON1 et sur la concentration plasmatique de l’enzyme, respectivement, 

pourraient être associés à la MA. 

L’objectif de cette partie 2 est donc de déterminer le lien entre le niveau d’activité de la 

PON1et ses polymorphismes 192Q/R et 55L/M dans la MA.   

 

II. Matériel et méthodes  

 

1) Recrutement des sujets 

 

Quatre vingt sept (87) sujets âgés ont été recrutés parmi lesquels 27 sont en bonne santé 

(moyenne d’âge de 71 ans ± 5.39), 27 présentent un léger déficit cognitif ou mild 

cognitive impairment (moyenne d’âge de 74 ± 5.02) et 33 présentent un Alzheimer léger 
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(mAD) (moyenne d’âge de 79 ± 4.7). Les sujets âgés en bonne santé (contrôles) vivent à 

la maison, sont indépendants et ne présentent aucune altération cognitive. Les sujets 

âgés en bonne santé sont recrutés sur la base du protocole SENIEUR qui est reconnu par 

le programme EURAGE, sur le vieillissement de la population européenne, comme 

protocole standard de sélection dans les études d’immuno-gérontologie (Ligthart et al., 

1984). Les patients MCI et mAD ont été recrutés à partir des registres de la clinique de 

la mémoire de l’institut de gériatrie de l’université de Sherbrooke. Les patients mAD 

ont été diagnostiqués selon les critères de la 4ième édition du Diagnostic and Statistical 

Manual of Mental disorders (DSM-IV) publié par l’association américaine de 

psychiatrie en 1994, et selon les critères de la National Institute of Neurological and 

Communicative Disorders and Stroke/Alzheimer’s Disease and Related Disorders 

Association (NINCDS_ADRDA) (McKhann et al., 1984). Tous les sujets recrutés 

subissent un test de Folstein ou Mini-Mental State Examination (MMSE) (Folstein et 

al., 1975). Tout autre démence, désordre neurologique ou psychiatrique a été exclue. 

Les patients mAD n’ont aucun problème vasculaire, aucune maladie rénale ou 

hépatique, aucun cancer cependant, ils présentent une légère hypertension. Aucun 

antécédent d’accident vasculaire cérébral n’a été décrit. Aucun des sujets recrutés ne 

prend de statines ou tout autre hypolipémiant. Le protocole d’étude a été approuvé par 

le comité d’éthique de l’université de Sherbrooke. Un consentement informé et signé a 

été obtenu pour chacun des participants et/ou leur représentant légal. Les 

caractéristiques des sujets sont résumées dans le Tableau 1 (voir article 1 page 57). 

 

2) Collecte des échantillons biologiques (sang et plasma) 

 

Après une nuit de jeûne, 80 mL de sang ont été collectés dans des tubes héparinés. Le 

sang a été centrifugé à 260 x g pendant 15 minutes, et à 22 °C. Le plasma a été récupéré 

et stocké à – 80 °C jusqu’à utilisation. Il est à noter qu’environ 1 mL de sang a été mis 

de côté et conservé à – 80 °C afin d’en extraire l’ADN.  

 

3) Préparation des HDL 

 

Les HDL ont été isolées en utilisant la méthode de précipitation au polyéthylène glycol 

(PEG). Le plasma et la solution de PEG (20 %, MW 5000-7000) ont été incubés 

volume/volume pendant 20 minutes à température ambiante. Le mélange a été 
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centrifugé à 2000 x g pendant 20 minutes, et à 4 °C. Le surnageant a été récupéré et 

stocké à 4 °C jusqu’à utilisation (Izzo et al., 1981).  

 

4) Expression et purification de la Paraoxonase recombinante humaine 

(PON1r) 

 

La PON1 humaine recombinante (PON1r) est produite dans Escherichia coli. Les 

cellules compétentes OrigamiB (Novagen) ont été transformées par le plasmide pET32b 

(G3C9-8His) qui contient le gène codant pour la PON1 humaine fusionné à une 

histidine Tag. Le plasmide pET32b a été gentiment donné par le Dr. D. Tawfik 

(Weizmann Institute of Science, Rehovot, Israël). Les cellules ont été mises en 

croissance dans du milieu 2xTY pendant 8 heures à 30 °C puis pendant 12 heures à 20 

°C. L’expression de la PON1r a été induite par l’ajout d’isopropylbeta-D-

thiogalactopyranoside (IPTG) à 0.5 mM. Les cellules ont été récupérées par 

centrifugation et lysées à l’aide de la solution commerciale Bug Buster (Novagen). Les 

protéines ont été purifiées sur résine Ni-NTA (Qiagen). Le tampon d’élution utilisé est 

le Tris.HCl 50 mM, pH = 8 contenant 1 mM CaCl2, 50 mM NaCl, 0.1 % tergitol et 250 

mM d’imidazole. L’activité PON1 a été mesurée dans chacune des fractions et celles 

contenant une forte activité PON1 ont été poolées et dialysées intensivement à 4 °C 

dans du tampon Tris.HCl 50 mM, pH = 8 contenant 1 mM CaCl2. Les aliquots de 

PON1r ont été stockés à – 80°C jusqu’à utilisation. L’expression et la purification de la 

PON1r ont été réalisées selon le protocole décrit par Gaidukov et Tawfik (Gaidukov et 

Tawfik, 2005). 

 

5) Mesure de l’activité PON1 plasmatique 

 

L’activité PON1 a été mesurée dans le plasma des patients en utilisant le paraoxon 

(O,O-Diethyl O-(4-nitrophenyl) phosphate) (sigma) comme substrat. La mesure a été 

réalisée en utilisant un lecteur de plaque (Victor TM X5, Perkin Elmer). Dix (10) µL de 

plasma ont été déposés dans un des puits d’une plaque de 96 puits. Le paraoxon a été 

utilisé à une concentration de 5.5 mM dans du tampon Tris.HCl 100 mM, pH = 8 

contenant 2 mM de CaCl2 et 1 M de NaCl. 250 µL de substrat ont été ajoutés 

automatiquement, grâce à la pompe du lecteur de plaque, dans chacun des puits. La 

mesure a été réalisée à température ambiante. L’absorbance à 405 nm a été mesurée 
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toutes les 10 secondes pendant 2 minutes. La libération du 4-nitrophénol a été mesurée à 

405 nm et l’activité enzymatique a été calculée en utilisant comme coefficient 

d’extinction molaire 13893 M-1.cm-1. Une unité d’activité PON1 est définie comme 1 

µM de 4-nitrophénol formé par minute. Pour chaque patient, la mesure a été réalisée en 

duplicata. 

 

6) Génotypage de la PON1 

 

L’ADN a été extrait à partir des cellules sanguines en utilisant le kit BS483 de chez 

Biobasic. Le protocole utilisé est celui fournis par le fabricant. Les génotypes 192Q/R et 

55L/M du gène codant pour la PON1 ont été déterminés en utilisant la technique RFLP 

(restriction fragment length polymorphism). Tout d’abord, une PCR a été réalisée afin 

d’amplifier la région du gène qui renferme le polymorphisme 192 ou le polymorphisme 

55. Pour le polymorphisme 192, l’amorce sens utilisée est la suivante : 5’-

TATTGTTGCTGTGGGACCTGAG-3’ et l’amorce anti-sens utilisée est la suivante : 

5’-CACGCTAAACCCAAATACATCTC-3’. Pour le polymorphisme 55, l’amorce sens 

utilisée est la suivante : 5’-GAAGAGTGATGTATAGCCCCAG-3’ et l’amorce anti-

sens utilisée est la suivante : 5’-TTTAATCCAGAGCTAATGAAAGCC-3’. Le 

mélange de PCR contient : Thermopol Reaction Buffer (2X) (New England BioLabs), 

dNTPs (400 µM) (New England BioLabs), amorce sens (0.4 µM) (IDT), amorce anti-

sens (0.4 µM) (IDT), Taq DNA Polymerase (2.5 U) (New England BioLabs), ADN (100 

ng). La PCR débute par une étape de dénaturation à 95 °C pendant 5 minutes. La PCR 

est composée de 40 cycles comprenant une étape de dénaturation à 95 °C pendant 2 

minutes, une étape d’hybridation à 55 °C pendant 35 secondes, une étape d’élongation à 

68 °C pendant 1 minute, et une extension finale à 68 °C pendant 5 minutes. L’efficacité 

de la PCR a été vérifiée en utilisant un gel d’agarose à 3 %. Pour le polymorphisme 192, 

les produits de PCR qui ont une taille de 99 bp ont été digérés par l’enzyme de 

restriction AlwI (5U, New England BioLabs) pendant 2 heures à 37 °C. Pour le 

polymorphisme 55, les produits de PCR qui ont une taille de 170 bp ont été digérés par 

l’enzyme de restriction NlaIII (5U, New England BioLabs) pendant 2 heures à 37 °C. 

Les réactions ont été arrêtées à 65 °C pendant 30 minutes. Les produits de restriction 

ont été séparés sur un gel d’agarose à 3 % et visualisés en utilisant le SYBRGreen 

(Invitrogen). La taille des produits de restriction a été déterminée à l’aide du marqueur 

de poids moléculaire N3233S de chez New England BioLabs. Pour le polymorphisme 
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192, le génotype Q (glutamine) n’entraîne pas la formation d’un site de restriction AlwI 

et donc, une seule bande de 99 bp apparaît sur le gel d’agarose. En revanche, le 

génotype R (arginine) permet la formation d’un seul site de restriction AlwI ce qui 

conduit à la production d’un fragment de restriction de 66 bp et d’un fragment de 

restriction de 33 bp. Pour le polymorphisme 55, le génotype L (leucine) ne permet pas 

la formation d’un site de restriction NlaIII et donc, une seule bande de 170 bp apparaît 

sur le gel d’agarose. En revanche, le génotype M (méthionine) entraîne la formation 

d’un site de restriction NlaIII ce qui conduit à la production d’un fragment de restriction 

de 126 bp et d’un fragment de restriction de 44 bp.  

 

7) Mesure de l’efflux du cholestérol  

 

Les mesures d’efflux du cholestérol ont été réalisées comme décrit précédemment 

(Berrougui et al., 2012). Les macrophages J774 ont été ensemencés dans des plaques de 

12 puits à raison de 500 000 cellules/puits. Après 24 heures, les cellules ont été chargées 

en cholestérol tritié (1 µCi/mL) pendant 24 heures. Les macrophages radiomarqués ont 

été lavés 3 fois dans du PBS puis, incubés pendant 12 heures, dans du milieu sans sérum 

contenant 1 % de BSA (Bovine Serum Albumin), pour permettre l’équilibration. Pour 

produire des cellules J774 enrichis en ABCA1, les macrophages J774 chargés en 

cholestérol radioactif ont été équilibrés pendant 12 h dans du milieu DMEM contenant 1 

% de BSA et de l’AMPc à 0.3 mM (Bortnick et al., 2000). Après équilibration, les 

macrophages J774 ont été lavés 3 fois dans du PBS puis, incubés avec un accepteur du 

cholestérol pour permettre l’efflux du cholestérol. Les macrophages J774 enrichis en 

ABCA1 ont été incubés avec des HDL de patient « santé » pendant 4 heures ou 24 

heures en présence ou non de PON1r humaine (20 U/mL, 30 U/mL ou 40 U/mL). A la 

fin de la période d’incubation, le milieu de culture a été récupéré et centrifugé à 17 000 

x g pendant 15 minutes et à 4 °C pour éliminer les débris cellulaires. Les cellules ont été 

lavées 3 fois dans du PBS puis lysées dans du PBS contenant 1 M de NaOH. La 

radioactivité a été mesurée dans les milieux et dans les lysats cellulaires en utilisant un 

compteur à scintillation liquide (LS6500 multipurpose scintillation counter, Beckman, 

USA). Le pourcentage d’efflux du cholestérol a été calculé par la formule suivante : 

[radioactivité du milieu / (radioactivité du milieu + radioactivité du lysat cellulaire)] x 

100. La quantité de radioactivité est exprimée en coup par minute (cpm). 
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8) Oxydation et mesure de l’état d’oxydation des HDL 

 

Les HDL sont utilisées à une concentration de 200 µg/mL dans du PBS. Elles ont été 

oxydées à 37 °C pendant 24, 48 ou 72 heures à l’air libre, et en présence ou non de 

PON1r humaine (50 U/mL).  

L’état d’oxydation des HDL a été évalué par la mesure de la formation des diènes 

conjugués. Brièvement, l’absorbance à 234 nm a été mesurée dans une cuve de 1 mm de 

largeur en utilisant un spectrophotomètre (UH5300, Hitachi). 

 

9) Analyses statistiques  

 

Les valeurs correspondent à des moyennes ± SEM. Un test one-way ANOVA a été 

utilisé pour réaliser des comparaisons multiples, et un test chi-carré a été utilisé pour 

comparer les distributions génotypiques. Un résultat est considéré comme 

statistiquement significatif lorsque p < 0.05. Les analyses statistiques ont été réalisées à 

l’aide du logiciel GraphPad Prism 6.0. 
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III. Résultats  

 

1) Activité PON1 plasmatique 

 

La PON1 est une enzyme associée aux HDL dont le rôle physiologique est encore 

inconnu. Toutefois, plusieurs études ont montré que la PON1 protége les HDL et les 

LDL de l’oxydation (Devarajan et al., 2014). D’autres travaux ont montré que la PON1 

est capable de stimuler l’efflux du cholestérol réalisé par les HDL (Rosenblat et al., 

2005 ; Rosenblat et al., 2006b ; Berrougui et al., 2012 ; Ikhlef et al., 2016).  

Dans la première partie de mon doctorat, j’ai pu montrer que les HDL des patients mAD 

sont plus oxydées que les HDL des sujets Santé. En effet, les HDL des patients mAD 

présentent une baisse des groupements SH et une augmentation des niveaux de diènes 

conjugués par rapport aux HDL des sujets Santé. J’ai également montré que les HDL 

des patients mAD réalisent moins efficacement l’efflux du cholestérol que les HDL des 

sujets Santé. Au vue de ces observations, nous pouvons penser que les propriétés de la 

PON1 puissent être altérées dans la MA.  

Pour savoir si la PON1 est altérée dans la MA, tout d’abord, nous avons mesuré 

l’activité PON1 dans le plasma des différents sujets (Figure 1). 

 

 

Figure 1 : activité PON1 dans le plasma des sujets 

L’activité PON1 a été mesurée en utilisant le Paraoxon comme substrat et en suivant 

l’absorbance à 412 nm pendant deux minutes. n santé = 25, n MCI = 24 et n mAD = 29. 
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Les résultats sont exprimés comme des moyennes ± SEM. Un test one-way ANOVA a 

été utilisé pour comparer les moyennes entre elles.  

 

Les résultats ne montrent aucun changement dans le niveau d’activité plasmatique de la 

PON1 chez les patients MCI en comparaison aux sujets Santé. En revanche, l’activité 

PON1 plasmatique est diminuée de manière non significative chez les patients mAD par 

rapport aux patients MCI et Santé. 

 

Le polymorphisme 192Q/R a un effet sur l’activité PON1 c’est pourquoi, nous avons 

comparé l’activité PON1 plasmatique entre les différents groupes de sujets en fonction 

du polymorphisme 192Q/R (Figure 2).  

 

 

Figure 2 : Activité PON1 plasmatique en fonction du polymorphisme 192Q/R 

n santé Q/Q = 13, n MCI Q/Q = 12, n mAD Q/Q = 14, n santé Q/R = 7, n MCI Q/R = 9 

et n mAD Q/R = 7. Les résultats sont exprimés comme des moyennes ± SEM. Un test 

one-way ANOVA a été utilisé pour comparer les moyennes entre elles (* p < 0.05, ** p 

< 0.01, **** p < 0.0001).  

Les résultats montrent que les individus de polymorphisme QQ ont une activité PON1 

plasmatique significativement plus faible que les individus de polymorphisme Q/R 

(Figure 2). Les résultats montrent également qu’il n’y a pas de différence entre les 
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activités PON1 plasmatique des groupes santé Q/Q, MCI Q/Q et mAD Q/Q (Figure 2). 

En ce qui concerne le polymorphisme Q/R, les résultats montrent que l’activité PON1 

plasmatique est réduite de manière non significative dans les groupes MCI Q/R et mAD 

Q/R par rapport au groupe Santé Q/R (Figure 2). 

L’activité PON1 est donc modulée par le polymorphisme 192Q/R mais probablement 

pas par l’état de santé du patient.  

 

2) Le polymorphisme 192Q/R de la PON1 et la MA 

 

Certaines études ont montré que l’allèle R du polymorphisme 192Q/R de la PON1 est 

un facteur protecteur pour la MA (Scacchi et al., 2003 ; He et al., 2006). Ce 

polymorphisme serait également associé aux niveaux des peptides amyloïdes dans le 

cortex frontal des personnes présentant la MA (Leduc et al., 2009). Le polymorphisme 

192Q/R de la PON1 aurait une influence sur l’efficacité du traitement par les inhibiteurs 

des acétylcholinestérases utilisés dans la MA. Ainsi, les personnes répondant à ces 

inhibiteurs ont plus fréquemment l’allèle R (Pola et al., 2005) suggérant ainsi un lien 

entre le polymorphisme 192Q/R de la PON1 et la MA. Pour vérifier une telle 

association, j’ai réalisé un génotypage de la PON1 chez tous les sujets de mon étude. 

Les résultats sont présentés dans le Tableau 2.  

 

Tableau 2 : Polymorphisme 192Q/R de la PON1 dans la MA 

Le groupe AD regroupe les données de génotypage de personnes Alzheimer à différents 

stades de la maladie (léger, modéré, sévère).  

 

 Healthy MCI AD 

    

Patient total 24 22 36 

    

Q/Q polymorphism 17 (70.8%) 13 (59.1 %) 25 (69.4%) 

Q/R polymorphism 7 (29.2 %) 9 (40.9) 9 (25 %) 

R/R polymorphism 0 (0 %) 0 (0%) 2 (5.6 %) 

    

Q allele 41 (85.4 %) 35 (79.5 %) 59 (81.9 %) 

R allele 7 (14.6 %) 9 (20.5 %) 13 (18.1 %) 
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Les résultats ne montrent pas de différences significatives dans la distribution du 

polymorphisme 192Q/Q entre les groupes Santé et AD. En revanche, le polymorphisme 

192Q/Q a tendance à être moins représenté dans le groupe MCI par rapport aux groupes 

Santé et AD. En ce qui concerne la distribution du polymorphisme 192Q/R, il n’y a pas 

de différence entre les groupes Santé et AD. En revanche, ce polymorphisme a tendance 

à être plus représenté dans le groupe MCI par rapport aux groupes Santé et AD. En ce 

qui concerne le polymorphisme 192R/R, il n’y a aucun sujets Santé et MCI qui 

présentent ce polymorphisme. En revanche, il y a deux patients AD présentant le 

polymorphisme 192R/R (Tableau 2).  

L’analyse des distributions alléliques montre que les allèles Q et R ont globalement la 

même distribution dans les trois groupes de sujets (Tableau 2).  

 

3) Le polymorphisme 55L/M de la PON1 et la MA 

 

Certaines études ont montré que le polymorphisme 55L/M est associé au risque de 

développer la MA. Ce polymorphisme aurait également un effet sur les niveaux de 

peptides amyloïdes, l’accumulation des plaques séniles et sur le système cholinergique. 

En revanche, ce polymorphisme n’aurait pas d’effet sur l’efficacité du traitement par les 

inhibiteurs des acétylcholinestérases utilisés dans la MA (Leduc et Poirier, 2008 ; Leduc 

et al., 2009 ; Klimkowicz-Mrowiec et al., 2011a). 

Le polymorphisme 55L/M pourrait donc jouer un rôle dans la MA. Pour savoir si un 

génotype ou un allèle est plus fréquent chez les personnes présentant un déclin cognitif, 

j’ai réalisé un génotypage de la PON1 chez tous les sujets de mon étude. Les résultats 

sont présentés dans le Tableau 3. 
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Tableau 3 : Polymorphisme 55L/M de la PON1 dans la MA 

Le groupe AD rassemble les données de génotypage de personnes Alzheimer à 

différents stades de la maladie (léger, modéré, sévère). 

 

 Healthy MCI AD 

    

Patient total 25 22 40 

    

L/L polymorphism 11 (44 %) 6 (27.3 %) 14 (35 %) 

L/M polymorphism 11 (44 %) 14 (63.6 %) 24 (60 %) 

M/M polymorphism 3 (12 %) 2 (9.1 %) 2 (5 %) 

    

L allele 33 (66 %) 26 (59.1 %) 52 (65 %) 

M allele 17 (34 %) 18 (40.9 %) 28 (35 %) 

    

 

Les résultats montrent que le génotype 55L/L a tendance à être moins représenté chez 

les patients MCI et AD (27.3 % et 35 %, respectivement) par rapport aux sujets Santé 

(44 %). A l’inverse, le génotype 55L/M a tendance à être plus représenté chez les 

patients MCI et AD (63.6 % et 60 %, respectivement) par rapport aux sujets Santé (44 

%). En ce qui concerne le génotype 55M/M, qui est peu présent dans la population, les 

résultats montrent qu’il a tendance à être un peu moins représenté chez les patients MCI 

et AD (9.1 % et 5 %, respectivement) par rapport aux sujets Santé (12 %) (Tableau 3).  

L’analyse des distributions alléliques montre que les allèles L et M présentent la même 

distribution chez les sujets Santé et AD. En revanche, chez les sujets MCI, l’allèle L a 

tendance à être moins représenté que chez les sujets Santé et AD, et l’allèle M a 

tendance à être plus représenté que chez les sujets Santé et AD (Tableau 3).  

Le polymorphisme 55L/M de la PON1 est associé à la concentration plasmatique de 

l’enzyme (Garin et al., 1997). Ainsi, ce polymorphisme permet indirectement de 

moduler l’activité PON1 plasmatique. Nous avons donc décidé de comparer l’activité 

PON1 plasmatique des différents groupes de sujets en fonction du polymorphisme 

55L/M (Figure 3).  
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Figure 3 : Activité PON1 plasmatique en fonction du polymorphisme 55L/M 

n santé L/L = 9, n MCI L/L = 6, n mAD L/L = 10, n santé L/M = 10, n MCI L/M = 13, 

n mAD L/M = 12, n santé M/M = 2, n MCI M/M = 2, n mAD M/M = 1. Les résultats 

sont exprimés comme des moyennes ± SEM. Un test one-way ANOVA a été utilisé 

pour comparer les moyennes entre elles (* p < 0.05, ** p < 0.01). 

 

Les résultats montrent que les sujets Santé de génotype L/L ont une activité PON1 

statistiquement plus élevée que les sujets Santé de génotype L/M et de génotype M/M. 

Des résultats similaires sont trouvés chez les sujets MCI et mAD bien que tous les 

résultats ne soient pas statistiquement significatifs. On peut donc dire que les individus 

de génotype L/L ont tendance à avoir une activité PON1 plus élevée que les individus 

de génotype L/M ou de génotype M/M. De plus, les individus de génotype L/M ont 

tendance à avoir une activité PON1 plus élevée que les individus de génotype M/M. 

Dans l’ordre, on a donc L/L > L/M > M/M (Figure 3). 

Les résultats avec le génotype L/L montrent qu’il n’y a pas de différence entre 

les sujets Santé et MCI au niveau de l’activité PON1. Les résultats montrent également 

que les sujets mAD de génotype L/L ont tendance à avoir une activité PON1 plus faible 

que les sujets Santé et MCI de génotype L/L (Figure 3). De même, les résultats avec le 
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génotype L/M ne montrent aucune différence entre les groupes Santé, MCI et mAD au 

niveau de l’activité PON1 (Figure 3). 

En ce qui concerne le génotype M/M, le nombre de sujets possédant ce génotype étant 

très faible, on ne peut pas tirer de conclusions claires (Figure 3). 

 

4) Effet de la PON1 sur l’efflux du cholestérol réalisé par les HDL 

 

Des études ont montré que la PON1 est capable de stimuler l’efflux du cholestérol 

réalisé par les HDL (Rosenblat et al., 2005 ; Rosenblat et al., 2006b ; Berrougui et 

al.,2012 ; Ikhlek et al., 2016). Nous avons donc voulu vérifier si la PON1r humaine est 

capable de stimuler la capacité des HDL à permettre l’efflux du cholestérol à partir des 

macrophages J774. Pour cela, les cellules J774 surexprimant le transporteur ABCA1 ont 

été chargées en cholestérol radioactif puis incubées pendant 4 ou 24 heures avec les 

HDL de sujet Santé en présence ou non de concentration croissante de PON1r humaine 

(20, 30 ou 40 U/mL) (Figure 4).  

 

 

Figure 4 : Effet de la PON1 recombinante humaine sur l’efflux du cholestérol 

réalisé par les HDL 
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Les macrophages J774 ont été chargés en [3H]-cholesterol pendant 24 h. Ils ont été équilibrés 

pendant 12 h dans du milieu efflux contenant de l’AMPc (0.3 mM) pour induire l’expression du 

transporteur ABCA1. Ensuite, ils ont été lavés et incubés pendant 4 h ou 24h dans du milieu 

efflux contenant 5 % de HDL ou contenant de la PON1 recombinante humaine (20 U/mL, 30 

U/mL ou 40 U/mL) ou contenant de la PON1 recombinante humaine (20 U/mL, 30 U/mL ou 40 

U/mL) et 5 % de HDL. La radioactivité a été mesurée dans le milieu et dans les cellules. Le 

pourcentage d’efflux du cholestérol a été calculé en utilisant la formule suivante : (cpm du 

milieu / cpm du milieu + cpm des cellules) x 100. Les mesures ont été réalisées 3 fois. Les 

résultats correspondent à des moyennes ± SEM. Un test one-way ANOVA a été utilisé pour 

comparer les moyennes entre elles (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001). 

 

Les résultats montrent que la PON1r humaine seule n’est pas capable de stimuler 

l’efflux du cholestérol lorsqu’elle est utilisée à 20, 30 ou 40 U/mL. En effet, les résultats 

obtenus sont identiques à ceux obtenus pour le contrôle (sans PON1r) (Figure 4).  

Les résultats montrent également que la PON1r humaine utilisée à 20, 30 ou 40 U/mL 

est capable de diminuer de manière significative l’efflux du cholestérol induit par les 

HDL après 4 heures d’incubation (Figure 4). Il est intéressant de noter qu’après 24 

heures d’incubation, l’efflux du cholestérol réalisé par les HDL en présence de PON1r 

(20 ou 40 U/mL) retourne à la normal. En effet, les résultats d’efflux du cholestérol 

obtenus en utilisant les HDL en présence de PON1r sont quasiment identiques à ceux 

obtenus en utilisant les HDL seules (Figure 4). Il faut souligner que les résultats 

d’efflux du cholestérol obtenus en utilisant les HDL seules sont identiques après 4 

heures et 24 heures d’incubation avec les macrophages J774 (Figure 4). On peut donc 

dire que la PON1r ajoutée de manière exogène à du milieu de culture n’est pas capable 

de stimuler l’efflux du cholestérol lorsqu’elle est utilisée à 20, 30 ou 40 U/mL. De plus, 

la PON1r ajoutée de manière exogène à des HDL n’est pas capable d’augmenter leur 

capacité à induire l’efflux du cholestérol.  

 

5) Effet de la PON1 sur l’état d’oxydation des HDL 

 

Dans une étude précédente, réalisée dans mon laboratoire, les auteurs ont montré que les 

HDL des personnes Alzheimer sont plus oxydées que les HDL des personnes Santé 

(Khalil et al., 2012). Tel que présenté dans la première partie de ce travail, mes résultats 

sont en accord avec ceux obtenus par Khalil et al. (2012). En effet, j’ai montré que les 

niveaux de groupements SH libres sont diminués dans les HDL des mAD par rapport 

aux HDL des sujets Santé et que les niveaux de diènes conjugués sont augmentés dans 

les HDL des mAD par rapport aux HDL des sujets Santé (Camponova et al., 2017, 
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article accepté). La PON1 étant impliquée dans la protection des HDL et des LDL 

contre l’oxydation, nous pouvons penser que la capacité de la PON1 à protéger les HDL 

de l’oxydation soit altérée dans la MA. Pour répondre à cette question, nous avons 

oxydés les HDL pendant 72 heures à 37 °C et à l’air libre en présence ou non de PON1r 

humaine. L’état d’oxydation des HDL a été évalué par la mesure des diènes conjugués 

(DO à 234 nm). Les résultats sont présentés dans la figure 5.  

 

 

Figure 5 : Effet de la PON1 recombinante humaine sur l’état d’oxydation des HDL 

Les HDL (Santé, MCI et mAD) ont été isolées en utilisant la méthode du PEG. Elles ont 

été oxydées pendant 72 heures à 37 °C et à l’air libre. L’état d’oxydation des HDL a été 

évalué par la mesure des diènes conjugués (DO à 234 nm). L’expérience a été réalisée 

en utilisant les HDL de 3 patients différents pour chaque groupe. Les résultats sont 

exprimés comme des moyennes ± SEM. Un test one-way ANOVA a été utilisé pour 

comparer les moyennes entre elles (* p < 0.05, ** p < 0.01). 

 

Les résultats montrent qu’après 72 heures d’oxydation, les HDL des MCI sont 

significativement plus oxydées que les HDL des personnes en Santé. Il est à noter que 

les HDL des mAD sont légèrement plus oxydées que les HDL des personnes en Santé 

mais, la différence n’est pas statistiquement significative (Figure 5). Ces résultats 
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suggèrent que les HDL des MCI et des mAD sont donc plus sensibles à l’oxydation que 

les HDL des personnes en Santé.  

Au début de l’expérience, l’ajout de PON1r humaine ne permet pas d’améliorer l’état 

d’oxydation des HDL Santé, MCI ou mAD. En effet, nous n’observons pas de 

diminution de la production des diènes conjugués au temps t = 0 (Figure 5). En 

revanche, l’ajout de PON1r humaine s’avère bénéfique après 72 heures d’oxydation. En 

effet, la PON1r humaine permet de réduire la production des diènes conjugués dans les 

HDL Santé, MCI et mAD. Il est à noter que l’ajout de PON1r aux HDL des personnes 

en Santé permet de les protéger totalement de l’oxydation voire d’améliorer leur statut 

oxydatif. En effet, la valeur de delta DO mesurée est négative ce qui signifie que les 

niveaux de diènes conjugués, après 72 heures d’oxydation, sont plus faibles que les 

niveaux de diènes conjugués aux temps t = 0. En revanche, l’ajout de PON1r aux HDL 

MCI et mAD ne permet pas de les protéger complètement de l’oxydation tel que 

déterminé par les valeurs de delta DO mesurées chez les sujets MCI et mAD en 

comparaison aux sujets santé (Figure 5).  
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Discussion 

 

La MA est une maladie dont le pathomécanisme est encore inconnu et par conséquent la 

mise au point de traitements efficaces semble difficile. Les peptides A qui sont à 

l’origine de la formation des plaques séniles, caractéristiques de la MA, ont leur niveau 

qui est, entre autre, régulé par le contenu en cholestérol membranaire. En effet, une 

augmentation des niveaux de cholestérol membranaire entrainerait une localisation de la 

protéine APP préférentiellement dans les radeaux lipidiques où sont situées les  et -

sécrétases. Il en résulterait une augmentation de la production des peptides A.  

L’homéostasie du cholestérol cellulaire est réalisée par le mécanisme d’efflux du 

cholestérol. Ce dernier consiste à transporter le cholestérol à l’extérieur des cellules vers 

l’apoA-I ou les HDL et ce, en utilisant les transporteurs ABCA1, ABCG1 et le 

récepteur SR-B1. Dans la MA, le mécanisme d’efflux du cholestérol pourrait être 

perturbé ce qui conduirait à une altération des niveaux de cholestérol cellulaire et ainsi, 

à une augmentation de la production des A. Une étude réalisée précédemment dans 

mon laboratoire d’accueil a pu montrer que l’efflux du cholestérol, réalisé via ABCA1, 

est altéré dans la MA (Khalil et al., 2012). Les résultats obtenus dans le cadre du présent 

travail vont dans le même sens. En effet, j’ai pu confirmer que l’efflux du cholestérol 

est altéré chez les personnes présentant la MA. D’autre part, les HDL des personnes 

mAD (Alzheimer modéré) réalisent moins efficacement l’efflux du cholestérol que les 

HDL des personnes en Santé. Cette altération s’expliquerait, en partie, par une 

modification de l’état d’oxydation des HDL et par une perturbation de leur fluidité. 

Ainsi, les peptides amyloïdes qui sont transportés par les HDL pourraient contribuer à 

perturber la fonctionnalité des HDL.  

Les particules HDL sont composées, entre autre, de protéines parmi lesquelles la PON1. 

Cette dernière confère aux HDL des propriétés anti-oxydantes et anti-inflammatoires 

(Durrington et al., 2001 ; Rosenblat et Aviram, 2009 ; Loued et al., 2012; Devarajan et 

al., 2014 ; Soran et al., 2015). De plus, la PON1 participerait à l’efflux du cholestérol 

réalisé par les HDL (Rosenblat et al., 2005 ; Rosenblat et al., 2006b ; Berrougui et al., 

2012 ; Ikhlef et al., 2016). Enfin, la PON1 est une enzyme qui permet l’élimination des 

composés organophosphorés neurotoxiques. Du fait de ces différentes fonctions, de 

nombreuses études se sont intéressées au rôle de la PON1 dans la MA. Mes résultats 
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montrent que les HDL du groupe mAD réalisent moins efficacement l’efflux du 

cholestérol que les HDL du groupe Santé, et cette altération peut s’expliquer, en partie, 

par une oxydation des HDL. Ces résultats nous amènent à penser que la PON1 pourrait 

être impliquée dans la MA.  

Dans la première partie de mon travail, j’ai voulu déterminer si l’efflux du cholestérol 

est altéré chez les personnes présentant la MA. Pour cela, des mesures d’efflux du 

cholestérol ont été réalisées en utilisant les monocytes humains transformés en 

macrophages et le plasma obtenu des mêmes patients comme accepteur du cholestérol. 

Nos résultats montrent que l’efflux du cholestérol médié par le plasma est 

significativement plus faible chez les patients MCI et mAD que chez les sujets Santé. 

Ces résultats suggèrent que l’efflux du cholestérol est altéré chez les patients MCI et 

mAD mais, cette perturbation ne peut pas s’expliquer par une baisse des niveaux 

d’apoA-1. En effet, l’analyse des profils lipidiques des sujets ne montre pas de 

différence dans les niveaux d’apoA-1 entre les différents groupes de patients. Une étude 

réalisée par Pani et ses collaborateurs montre que les PBMC des patients Alzheimer 

accumulent plus de cholestérol et ont une plus faible capacité à réaliser l’efflux du 

cholestérol que les PBMC des sujets Santé (Pani et al., 2009). Nos résultats sont donc 

en accord avec leur étude. Une étude récente a montré que le plasma issu de patients 

atteints d’arthrite rhumatoïde est capable de perturber l’homéostasie du cholestérol des 

macrophages en réduisant l’expression de certains transporteurs du cholestérol comme 

ABCA1 et ABCG1 (Voloshyna et al., 2013). Comme pour l’arthrite rhumatoïde, 

l’altération de l’efflux du cholestérol que nous avons observée chez les patients MCI et 

mAD pourrait être due à des molécules contenues dans le plasma qui induiraient une 

baisse de l’expression des transporteurs du cholestérol. La baisse de l’efflux du 

cholestérol, observée chez les patients MCI et mAD, pourrait également s’expliquer par 

une diminution de la capacité des HDL des patients MCI et mAD à réaliser l’efflux du 

cholestérol. 

Le transporteur ABCA1 est le premier à intervenir dans le mécanisme d’efflux du 

cholestérol. En effet, il permet de transporter le cholestérol et les phospholipides vers 

l’apoA-1 libre ou pauvre en lipides afin de former des particules HDL naissantes. Ces 

dernières pourront interagir avec les transporteurs ABCG1 et SR-B1 pour permettre 

l’efflux du cholestérol et ainsi, la formation de particules HDL matures. Nous avons 

observé une diminution de l’efflux du cholestérol chez les patients MCI et mAD. Cette 
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altération de l’efflux du cholestérol pourrait s’expliquer, entre autre, par une diminution 

de l’expression du transporteur ABCA1 à la surface des macrophages. C’est pourquoi 

nous avons mesuré l’expression de ce transporteur à la surface des MDM (macrophages 

dérivés des monocytes). Nos résultats montrent que l’expression du transporteur 

ABCA1 n’est pas différente significativement entre les trois groupes de sujets. La baisse 

de l’efflux du cholestérol que nous avons observée chez les patients MCI et mAD ne 

peut donc pas s’expliquer par une diminution de l’expression du transporteur ABCA1 

ou par une réduction des niveaux d’apoA-1. Nos résultats sont en accord avec une étude 

publiée récemment qui montre que les niveaux d’ARNm codant pour ABCA1 sont 

inchangés dans les macrophages des patients Alzheimer comparé aux sujets âgés en 

Santé (Mandas et al., 2012).  

Pour déterminer si l’altération de l’efflux du cholestérol observée chez les patients MCI 

et mAD est due à une diminution de la capacité des HDL à réaliser l’efflux du 

cholestérol ou à une baisse de l’interaction ABCA1/apoA-1, des expériences d’efflux du 

cholestérol ont été réalisées en utilisant des macrophages J774 enrichis ou non en 

ABCA1, et des HDL de patients comme accepteurs du cholestérol. Nos résultats 

montrent que les HDL des patients mAD réalisent moins efficacement l’efflux du 

cholestérol à partir des macrophages J774 non enrichis en ABCA1 que les HDL des 

sujets Santé. Cependant, lorsque les macrophages J774 surexpriment ABCA1, les 

différences entre les groupes ne sont plus statistiquement significatives. Nos résultats 

suggèrent que l’interaction entre apoA-1 et ABCA1 n’est pas altérée dans la MA et que 

la baisse de l’efflux du cholestérol observée chez les patients mAD n’est pas due à une 

perturbation de la voie ABCA1/apoA-1. Il est intéressant de noter que ces résultats ne 

sont pas en accord avec l’étude de Khalil et al. montrant que la voie ABCA1/ApoA-1 

est altérée dans la MA (Khalil et al., 2012). La baisse de l’efflux du cholestérol que 

nous avons observée chez les patients mAD peut donc être due à une altération des 

voies ABCG1 et/ou SR-B1. Une étude réalisée par Koudinov et ses collaborateurs va 

dans ce sens (Koudinov et al., 2001). En effet, les auteurs montrent que les HDL du 

fluide cérébrospinal des patients Alzheimer ont une composition en apolipoprotéine et 

en Adifférente de celle des HDL des personnes en Santé (Koudinov et al., 2001). Ces 

résultats suggèrent que le processus de maturation des HDL peut être altéré dans la MA 

ce qui conduirait à une modification de la composition des HDL. Ceci pourrait 

expliquer la baisse de l’efflux du cholestérol que nous avons observé chez les patients 
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mAD. Il est à noter que chez les patients MCI, la réduction de l’efflux du cholestérol est 

significative lorsque le plasma des patients est utilisé comme accepteur du cholestérol 

alors qu’elle ne l’est plus lorsque les HDL sont utilisés. Ces résultats suggèrent que les 

HDL des patients MCI ont probablement subi moins de modifications que les HDL des 

patients mAD. De plus, la baisse de l’efflux du cholestérol observée chez les patients 

MCI pourrait s’expliquer par la présence de certains composants dans le plasma par 

exemple une augmentation des niveaux de peptides A

Des études ont montré que les HDL oxydées réalisent moins efficacement l’efflux du 

cholestérol (Girona et al., 1997). Or, la MA se caractérise par un stress oxydant qui 

conduit à l’oxydation des protéines, des lipides et des acides nucléiques. Donc, la MA 

pourrait être associée à une oxydation des HDL ce qui pourrait expliquer l’altération de 

l’efflux du cholestérol que nous avons observée. Nous avons donc mesuré l’état 

d’oxydation des protéines et des lipides dans les HDL de chacun de nos patients. Nos 

résultats montrent que ces biomolécules sont plus oxydées dans les HDL des patients 

mAD que dans les HDL des sujets Santé. En effet, les groupements SH sont 

significativement diminués dans les HDL des patients mAD par rapport aux HDL des 

sujets Santé. De plus, nos résultats montrent que les diènes conjugués sont 

significativement plus élevés dans les HDL des patients MCI et mAD que dans les HDL 

des sujets Santé. Ces résultats viennent confirmer ceux d’une étude précédemment 

publiée qui montrent que les HDL des patients Alzheimer sont plus oxydées que les 

HDL des sujets Santé (Khalil et al., 2012). Il est à noter que des études ont montré que 

les lipoprotéines du plasma et du fluide cérébrospinal des personnes Alzheimer sont 

plus sensibles à l’oxydation que les lipoprotéines des personnes en Santé (Bassett et al., 

1999; Schippling et al., 2000). Tous ces résultats indiquent que les HDL sont oxydées 

chez les patients mAD. 

Il est bien établi que l’oxydation des HDL conduit à une altération de leur composition 

et de leur structure ce qui entraîne une modification de leur fonctionnalité (Ferretti et 

al., 2006). Nos résultats montrent que les HDL des mAD ont une fluidité plus élevée 

que les HDL des personnes en Santé. De plus, nos résultats montrent que la fluidité des 

HDL est inversement corrélée avec le score obtenu en MMSE. Ces résultats indiquent 

que la structure des HDL est altérée lors du déclin cognitif. Une étude réalisée par 

Sibmooh et ses collaborateurs montre que les HDL des personnes atteintes de la malaria 

sont oxydées, et leur oxydation s’accompagne d’une augmentation de leur fluidité tel 
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que mesurée par anisotropie de fluorescence (Sibmooh et al., 2004). Tous nos résultats 

indiquent que, dans la MA, les HDL sont oxydées ce qui entraîne une altération de leur 

structure et ainsi, une baisse de leur capacité à réaliser l’efflux du cholestérol.  

Les niveaux d’A plasmatiques peuvent également avoir un effet sur la capacité des 

HDL à réaliser l’efflux du cholestérol. En effet, de nombreuses études ont montré que 

les peptides A peuvent s’associer aux HDL du plasma et du fluide cérébrospinal en 

interagissant avec les apolipoprotéines (Biere et al., 1996; Koudinov et al., 1996; Kuo et 

al., 1999). Dans le cas de la MA, l’association des Aavec les HDL pourrait conduire à 

une altération de leur structure et de leur fonction notamment, une baisse de leur 

capacité à réaliser l’efflux du cholestérol. Nos résultats montrent que les niveaux 

d’A sont significativement plus élevés dans le plasma des MCI que dans le plasma 

des sujets Santé. En revanche, les niveaux d’A1-42 ne sont pas corrélés avec la capacité 

des HDL à réaliser l’efflux du cholestérol (r = –0.1606, p = 0.2808). Donc, une 

augmentation des niveaux d’A1-42 ne peut pas expliquer la baisse de l’efflux du 

cholestérol chez les MCI et les mAD. Une étude réalisée par Umeda et ses 

collaborateurs a pu montrer, qu’in vitro, A40 et A42 peuvent stimuler l’efflux du 

cholestérol via ABCA1 et en formant des particules de type HDL (Umeda et al., 2010). 

De plus, cette étude a montré, in vivo, que A40 est capable d’accélérer le transport du 

cholestérol du cerveau vers les tissus périphériques (Umeda et al., 2010). Nous pouvons 

donc penser que les peptides A peuvent stimuler l’efflux du cholestérol des cellules 

périphériques ou au contraire, inhiber l’efflux du cholestérol réalisé par les HDL. Nos 

résultats montrent que ni A1-40 ni A1-42 peuvent stimuler l’efflux du cholestérol des 

macrophages J774 enrichis ou non en ABCA1. Nos résultats montrent également que le 

peptide A1-42 est capable de réduire, de manière significative, l’efflux du cholestérol 

des macrophages J774 enrichis en ABCA1 et réalisé par des HDL de personnes en 

Santé. Ces résultats suggèrent qu’A1-42 puisse altérer l’efflux du cholestérol en 

interagissant avec le transporteur ABCA1 ou en altérant la structure des HDL. Pour 

déterminer si A1-42 est capable d’altérer la structure des HDL, nous avons mesuré la 

fluidité des HDL de personnes en Santé, MCI ou mAD en présence d’A1-42. Nos 

résultats montrent qu’A1-42 ne modifie pas la fluidité des HDL provenant de personnes 

en Santé. En revanche, ce peptide diminue significativement la fluidité des HDL 

provenant de personnes mAD. Le peptide A1-42 est donc capable de modifier la 
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structure des HDL en fonction de l’origine de ce dernier. Il est intéressant de noter que 

le peptide A1-42 réduit la fluidité des HDL mAD à une valeur similaire à celle des HDL 

des personnes en Santé. Ce résultat suggère que ce peptide est capable de restaurer la 

structure mais probablement pas la fonction des HDL. Une étude réalisée par Kontush 

et ses collaborateurs a montré que les peptides A1-40 et A1-42, utilisés à des 

concentrations allant de 0.1 nM à 1 nM, ont des effets antioxydants sur les lipoprotéines 

du plasma et du fluide cérébrospinal (Kontush et al., 2001). Nous pensons donc que 

l’effet positif du peptide A1-42 sur la fluidité des HDL mAD puisse résulter de son 

activité anti-oxydante. Cependant, nous pensons que l’augmentation des niveaux d’A1-

42 chez les patients MCI et mAD, à long terme, ne puisse pas protéger les HDL de 

modifications structurales ce qui entraînerait une baisse de leur fonctionnalité.  

En conclusion, la première partie de mon doctorat a donc permis de montrer que l’efflux 

du cholestérol est réduit chez les personnes présentant la MA. Cette altération de 

l’efflux du cholestérol s’expliquerait par une baisse de la fonctionnalité des HDL qui 

serait due, entre autre, à l’oxydation de ces particules, et à une modification de leur 

structure. Nos résultats montrent également que le peptide A1-42 est capable de 

restaurer la fluidité des HDL issues de patients Alzheimer. Cependant, nous pensons 

que ce peptide soit incapable de restaurer la fonctionnalité de ces particules du fait de 

dommages oxydatifs trop importants. En revanche, nous pensons que le peptide A1-42 

puisse restaurer la fluidité des HDL MCI ainsi que leur fonctionnalité du fait de 

dommages oxydatifs moins importants. Néanmoins, ce peptide pourrait contribuer à la 

baisse de l’efflux du cholestérol que nous avons observé chez les patients MCI en 

interagissant avec le transporteur ABCA1. Ainsi, une double fonction dépendante des 

circonstances pour le peptide A1-42 a été montrée. Ceci va dans le sens d’études 

récentes qui ont montré que le peptide A1-42 peut aussi jouer un effet bénéfique contre 

les virus (Bourgade et al., 2016). Ces résultats soulignent l’importance du métabolisme 

du cholestérol dans la MA et indiquent des cibles thérapeutiques potentielles dans le 

futur.  

La PON1 est une enzyme associée aux HDL qui possède des propriétés anti-

inflammatoires et anti-oxydantes. De plus, elle jouerait un rôle dans l’efflux du 

cholestérol réalisé par les HDL. Nos résultats précédents ont montré que la capacité des 
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HDL à réaliser l’efflux du cholestérol est altérée dans la MA du fait de l’oxydation de 

ces particules. Nous pensons donc que la PON1 puisse aussi être impliquée dans la MA.  

La PON1 possède de nombreuses activités enzymatiques parmi lesquelles l’activité 

paraoxonase. Celle-ci est impliquée dans l’élimination des composés organophosphorés 

qui sont neurotoxiques. Une baisse de l’activité paraoxonase pourrait donc conduire à 

une accumulation de composés neurotoxiques ce qui pourrait favoriser l’apparition de 

maladies neurodégénératives comme la MA. De plus, une étude réalisée par Jaouad et 

ses collaborateurs a montré que l’oxydation des HDL s’accompagne d’une baisse de 

l’activité paraoxonase (Jaouad et al., 2003). Nos résultats précédents ont montré que les 

HDL des patients mAD sont plus oxydées que les HDL des personnes en Santé. 

L’activité paraoxonase pourrait donc être altérée au cours du déclin cognitif. Nos 

résultats montrent que l’activité paraoxonase est diminuée de manière non significative 

dans le plasma des patients mAD par rapport aux sujets Santé et MCI. Bien que non 

significatifs, ces résultats suggèrent que l’activité paraoxonase puisse être altérée dans 

la MA. De nombreuses études sont en accord avec ces observations (Paragh et al., 

2002 ; Wehr et al., 2009 ; Zengi et al., 2012). De plus, l’étude réalisée par Wehr et ses 

collaborateurs a montré que l’activité paraoxonase est corrélée positivement avec le 

score obtenu en MMSE (Wehr et al., 2009). Tous ces résultats suggèrent que l’activité 

paraoxonase soit réduite chez les personnes présentant la MA, et cette baisse d’activité 

pourrait favoriser l’accumulation de composés neurotoxiques. De plus, la baisse de 

l’activité paraoxonase pourrait refléter une altération de la fonctionnalité de la PON1.  

L’activité paraoxonase est notamment régulée par le polymorphisme 192Q/R. De ce 

fait, la baisse de l’activité paraoxonase que nous avons observée chez les patients mAD 

pourrait être due, en partie, à la présence plus fréquente d’un génotype ou d’un allèle. 

De plus, de nombreuses études ont montré qu’il existe une relation entre le 

polymorphisme 192Q/R et la MA. En effet, l’allèle R serait un facteur protecteur pour 

la MA (Scacchi et al., 2003 ; He et al., 2006). De plus, le polymorphisme 192Q/R 

pourrait moduler les niveaux de peptides amyloïdes dans le cortex frontal des personnes 

Alzheimer. En effet, les personnes Alzheimer porteuses d’au moins un allèle R 

possèdent des niveaux de peptides A42 environ 1,8 fois plus faibles que les personnes 

Alzheimer de génotype QQ (Leduc et al., 2009). Enfin, le polymorphisme 192Q/R 

pourrait moduler la réponse aux inhibiteurs des acétylcholinestérases chez les personnes 

Alzheimer. Ainsi, les individus répondant le mieux à ce traitement ont plus 
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fréquemment l’allèle R (Pola et al., 2005). Le polymorphisme 192Q/R pourrait donc 

être impliqué dans la MA. Nos résultats montrent que les pourcentages d’individus de 

génotype QQ et de génotype QR sont globalement les mêmes dans le groupe de patients 

mAD et dans le groupe de sujets Santé. En revanche, dans le groupe de patients mAD, 

on note la présence de deux individus de génotype RR. Ce génotype est peu fréquent 

dans la population, et il est associé aux risques de développer des maladies 

cardiovasculaires (Abello et al., 2014 ; Bounafaa et al., 2015). La présence de ce 

génotype dans le groupe de patients mAD peut refléter la relation existante entre les 

maladies cardiovasculaires et la MA. Nos résultats montrent, également, que la 

distribution des allèles R et Q est globalement la même dans le groupe de patients mAD 

et dans le groupe de sujets Santé. Ces résultats suggèrent qu’un allèle ou qu’un 

génotype ne soit pas plus fréquent chez les patients mAD que chez les sujets Santé et 

donc, que le polymorphisme 192Q/R ne soit pas associé à la MA. Ces résultats sont en 

accord avec de nombreuses études (Pola et al., 2003 ; Shi et al., 2004 ; Leduc et Poirier, 

2008 ; Chapuis et al., 2009 ; Leduc et al., 2009 ; Klimkowicz-Mrowiec et al., 2011b ; Pi 

et al., 2012 ; Wingo et al., 2012). Nos résultats montrent, également, que le pourcentage 

d’individus de génotype QQ est plus faible dans le groupe des MCI que dans le groupe 

des Santé, et que le pourcentage d’individus de génotype QR est plus élevé dans le 

groupe des MCI que dans le groupe des Santé. Il est à noter que le génotype QQ est 

associé à une plus faible activité paraoxonase que le génotype QR. Bien que ces 

résultats ne soient pas significatifs, ils suggèrent que l’activité paraoxonase doive être 

plus élevée chez les patients MCI que chez les sujets Santé. Or, nos résultats montrent 

que l’activité paraoxonase des patients MCI n’est pas différente de l’activité 

paraoxonase des sujets Santé. Cette absence de différence peut s’expliquer par une 

baisse d’activité de la PON1 chez les patients MCI.  

L’activité paraoxonase est régulée par le polymorphisme 192Q/R, nous avons donc 

comparé les activités paraoxonase des différents groupes de sujets en tenant compte du 

génotype de la PON1. En accord avec la littérature, nos résultats montrent que les 

individus de génotype QQ ont une activité paraoxonase plus faible que les individus de 

génotype QR. Si on s’intéresse au génotype QQ, nos résultats montrent que l’activité 

paraoxonase est inchangée dans les groupes MCI et mAD par rapport au groupe Santé. 

En revanche, si on s’intéresse au génotype QR, les résultats montrent que l’activité 

paraoxonase est diminuée de manière non significative dans les groupes de patients 
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MCI et mAD par rapport au groupe de sujets Santé. Nos résultats suggèrent donc que 

l’activité paraoxonase soit réduite chez les patients MCI et mAD de génotype QR par 

rapport aux sujets Santé de même génotype. Ces résultats peuvent s’expliquer par une 

baisse de fonctionnalité de l’isoenzyme QR de la PON1 du fait de son oxydation. En 

effet, l’isoenzyme QR pourrait être plus sensible à l’oxydation que l’isoenzyme QQ. 

Dans la première partie de mon travail de doctorat, mes résultats montrent que les HDL 

des patients mAD sont plus oxydées que les HDL des sujets Santé. De ce fait, une 

oxydation de la PON1 dans les HDL des patients mAD est tout à fait envisageable.  

La concentration plasmatique de PON1 est, entre autre, régulée par le polymorphisme 

55L/M. De ce fait, ce polymorphisme peut, indirectement, influencer l’activité de 

l’enzyme. Donc, la baisse d’activité paraoxonase que nous avons observée dans le 

groupe des patients mAD pourrait être due à un génotype ou à un allèle qui serait plus 

fréquent dans ce groupe de patients. De plus, certaines études ont montré que le 

polymorphisme 55L/M est associé aux risques de développer la MA, et qu’il a un effet 

sur les niveaux de peptides amyloïdes, l’accumulation des plaques séniles et sur le 

système cholinergique (Leduc et Poirier, 2008 ; Leduc et al., 2009). Le polymorphisme 

55L/M pourrait donc jouer un rôle dans la MA. Nos résultats montrent que le 

pourcentage de génotype LL a tendance à être plus faible chez les patients MCI et mAD 

que chez les sujets Santé alors que, le pourcentage de génotype LM a tendance à être 

plus élevé chez les patients MCI et mAD que chez les sujets Santé. Il est à noter que le 

génotype LL est associé à une plus forte activité paraoxonase que le génotype LM. De 

ce fait, la légère baisse d’activité paraoxonase, que nous avons observée dans le groupe 

des mAD, pourrait s’expliquer par une plus forte proportion d’individus de génotype 

LM dans ce groupe de patients. De plus, l’absence de différence entre les groupes MCI 

et Santé, au niveau de l’activité paraoxonase, pourrait s’expliquer par le fait qu’il y ait 

une plus forte proportion d’individus de génotype QR dans le groupe des MCI par 

rapport au groupe Santé, et qu’il y ait une plus faible proportion d’individus de 

génotype LL dans le groupe des MCI par rapport au groupe Santé. En effet, dans le 

groupe des MCI, le pourcentage plus élevé d’individus de génotype QR aurait tendance 

à augmenter l’activité paraoxonase du groupe mais, cet effet serait annulé par le fait 

qu’il y ait un plus faible pourcentage d’individus de génotype LL dans ce groupe. Les 

résultats montrent également que les distributions alléliques ne sont pas différentes entre 

les groupes mAD et Santé. Ces résultats suggèrent que ni l’allèle L ni l’allèle M ne 
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soient associés à la MA. Ces résultats vont dans le sens des études qui n’ont montré 

aucune association entre le polymorphisme 55L/M et les risques de développer la MA 

(Klimkowicz-Mrowiec et al., 2011b ; Pi et al., 2012 ; Wingo et al., 2012). En revanche, 

dans le groupe des MCI, l’allèle L a tendance à être moins fréquente que dans le groupe 

des Santé. A l’inverse, l’allèle R a tendance à être plus fréquente dans le groupe des 

MCI que dans le groupe des Santé. Bien que les différences entre les groupes MCI et 

Santé ne soient pas significatives, ces résultats suggèrent que la concentration 

plasmatique de PON1 soit plus faible chez les patients MCI que chez les sujets Santé. 

Cette baisse de concentration pourrait conduire à une plus faible protection des HDL et 

des LDL contre l’oxydation.  

Le polymorphisme 55L/M régule, indirectement, l’activité paraoxonase donc, nous 

avons comparé les activités paraoxonase des différents groupes de sujets en tenant 

compte du génotype de la PON1. Les résultats montrent que les individus de génotype 

LL ont une plus forte activité paraoxonase que les individus de génotype LM ou MM. 

De plus, les individus de génotype LM ont une plus forte activité paraoxonase que les 

individus de génotype MM. Ces résultats sont en accord avec la littérature. Si on 

s’intéresse au génotype LL, les résultats montrent que l’activité paraoxonase est 

diminuée de manière non significative dans le groupe mAD par rapport au groupe MCI 

et Santé. En revanche, on ne note aucune différence entre les groupes MCI et Santé. La 

réduction d’activité paraoxonase que nous avons observée dans le groupe des mAD 

serait probablement due à une altération de l’enzyme. En ce qui concerne le génotype 

LM, les résultats montrent que l’activité paraoxonase est très légèrement réduite dans le 

groupe des mAD par rapport aux groupes MCI et Santé. Ces résultats vont également 

dans le sens d’une baisse de la fonctionnalité de la PON1 chez les patients mAD. Dans 

la première partie de ce travail, j’ai montré que les HDL des patients mAD sont plus 

oxydées que les HDL des sujets Santé (Camponova et al., 2016, en évaluation). Ces 

résultats peuvent s’expliquer par une plus grande sensibilité des HDL à l’oxydation du 

fait d’une déficience en système antioxydant notamment, une baisse de fonctionnalité 

de la PON1.  

Une étude réalisée, en 2012, a pu montrer que les HDL des patients Alzheimer sont plus 

oxydées que les HDL des sujets Santé (Khalil et al., 2012). Nos résultats sont en accord 

avec ceux obtenus par Khalil et al (2012) (Camponova et al., 2016, en évaluation). La 

PON1 étant impliquée dans la protection des HDL et des LDL contre l’oxydation, les 
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résultats obtenus peuvent s’expliquer par une baisse de fonctionnalité de la PON1. Pour 

tester cette hypothèse, nous avons oxydé les HDL de nos patients, pendant 72 heures, en 

présence ou non de PON1r humaine. L’état d’oxydation des HDL a été évalué par la 

mesure des diènes conjugués (absorbance à 234 nm). Les résultats montrent que le 

niveau de diènes conjugués tel que mesuré par la DO à 234 nm est significativement 

plus élevé chez les patients MCI, et légèrement plus élevé chez les patients mAD que 

chez les sujets Santé. Ces résultats suggèrent que les HDL des patients MCI et mAD 

soient plus sensibles à l’oxydation. Ces résultats sont en accord avec les études réalisées 

par Bassett et ses collaborateurs et par Schippling et ses collaborateurs qui montrent que 

les lipoprotéines du plasma et du fluide cérébrospinal des personnes Alzheimer sont 

plus sensibles à l’oxydation (Bassett et al., 1999 ; Schippling et al., 2000). L’ajout de 

PON1r humaine à des HDL Santé permet de les protéger totalement de l’oxydation 

voire d’améliorer leur statut oxydatif. En effet, la valeur de DO à 72 h est légèrement 

inférieure à la valeur de DO à 0h. En revanche, l’ajout de PON1r humaine aux HDL 

des patients MCI et mAD ne permet pas de les protéger totalement de l’oxydation. En 

effet, la valeur de DO à 72 h des MCI ou des mAD n’atteint pas la valeur de DO à 0 

h. Ces résultats peuvent s’expliquer par une altération de l’activité de la PON1 

endogène et par une altération des autres systèmes antioxydants dans les HDL des 

patients MCI et mAD. En effet, la PON1 endogène des HDL MCI et mAD pourrait 

avoir une baisse de fonctionnalité alors que la PON1 endogène des HDL des personnes 

en Santé fonctionnerait normalement. L’ajout de PON1r humaine à des HDL de 

personnes en Santé permettrait donc de les rendre insensibles à l’oxydation alors que 

l’ajout de PON1r humaine à des HDL MCI ou mAD permettrait de compenser la baisse 

de fonctionnalité de la PON1 endogène et de protéger partiellement les HDL de 

l’oxydation. En effet, pour une protection totale des HDL MCI et mAD, les autres 

systèmes antioxydants devraient être restaurés. Une étude réalisée par Khalil et al. a 

montré que les niveaux d’-tocophérol (vitamine E) sont diminués significativement 

chez les patients mAD par rapport aux Santé (Khalil et al., 2012). Ces résultats vont 

donc dans le sens d’une réduction des autres systèmes antioxydants. De plus, une étude 

réalisée par Kontush et ses collaborateurs a montré que la supplémentation de patients 

Alzheimer en vitamines E et C, pendant un mois, permet de réduire la sensibilité des 

lipoprotéines du plasma et du fluide cérébrospinal à l’oxydation (Kontush et al., 2001). 

Tous ces résultats vont dans le sens d’une altération de la fonctionnalité de la PON1 et 
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des autres systèmes antioxydants chez les patients MCI et mAD ayant pour 

conséquence, une augmentation de la sensibilité des HDL MCI et mAD à l’oxydation. 

La MA se caractérise par un stress oxydant, il en résulte donc une augmentation de 

l’état d’oxydation des HDL.  

Des études ont montré que la PON1 est capable de stimuler l’efflux du cholestérol 

réalisé par les HDL (Rosenblat et al., 2005 ; Rosenblat et al., 2006b). Nos résultats 

précédents ont montré que la capacité des HDL à réaliser l’efflux du cholestérol est 

altérée dans la MA, nous pensons donc que le rôle de la PON1 dans l’efflux du 

cholestérol puisse être altéré dans la MA. Dans un premier temps, nous avons voulu 

déterminer si la PON1r humaine est capable de stimuler l’efflux du cholestérol des 

macrophages J774 surexprimant ABCA1. Nos résultats montrent que la PON1r 

humaine seule n’est pas capable de stimuler l’efflux du cholestérol. Ces résultats sont en 

accord avec le mécanisme employé par la PON1 pour stimuler l’efflux du cholestérol et 

qui est décrit dans la littérature. La PON1 agirait sur les phospholipides des 

macrophages pour former de la LysoPC. Cette dernière permettrait d’améliorer la 

liaison des HDL aux cellules ce qui stimulerait l’efflux du cholestérol via le transporteur 

ABCA1 (Rosenblat et al., 2005). La PON1, seule, utilisée sans accepteur du cholestérol, 

ne permettrait donc pas de stimuler l’efflux du cholestérol. Dans un second temps, nous 

avons voulu savoir si la PON1 est capable de stimuler l’efflux du cholestérol réalisé par 

les HDL d’un patient Santé. Nos résultats montrent que la PON1r humaine, utilisée à 

des concentrations de 20, 30 ou 40 U/mL, n’est pas capable de stimuler l’efflux du 

cholestérol réalisé par les HDL. Au contraire, la PON1r humaine induit une baisse de 

l’efflux du cholestérol après 4 heures de stimulation. La PON1 humaine est presque 

exclusivement associée aux HDL dans le plasma humain. Donc, la baisse de l’efflux du 

cholestérol que nous avons observée pourrait s’expliquer par une altération transitoire 

de la structure des HDL du fait de l’intégration de la PON1r humaine aux particules 

HDL. Nos résultats montrent, également, que l’efflux du cholestérol réalisé par les HDL 

en présence de PON1 est restauré après 24 heures de stimulation. Après 24 heures de 

stimulation, la PON1r humaine est probablement bien intégrée aux HDL et donc, la 

structure de ces particules est probablement rétablie ainsi que leur fonctionnalité. Nos 

résultats suggèrent, également, que l’ajout de PON1r humaine à des HDL Santé ne 

puisse pas augmenter leur capacité à stimuler l’efflux du cholestérol probablement parce 

que l’efflux est déjà à sa valeur maximale. Il est à noter que, dans la première partie de 
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mon doctorat, mes résultats montrent que la capacité des HDL MCI et mAD à réaliser 

l’efflux du cholestérol des macrophages J774 n’est pas altérée lorsque ces cellules 

surexpriment ABCA1. Il est donc illusoire de penser que l’ajout de PON1r humaine aux 

HDL MCI et mAD puisse augmenter leur capacité à réaliser l’efflux du cholestérol.  

En conclusion, cette deuxième partie montre que l’activité paraoxonase est légèrement 

réduite dans le plasma des mAD par rapport aux MCI et aux Santé. Cette baisse 

d’activité peut refléter une légère altération de la fonction de la PON1 dans la MA 

notamment, sa capacité à protéger les HDL contre l’oxydation. Nos résultats montrent 

que les HDL des MCI et des mAD sont plus sensibles à l’oxydation. De plus, l’ajout de 

PON1r humaine à des HDL MCI et mAD ne permet pas de les protéger totalement de 

l’oxydation contrairement aux HDL des personnes en Santé. Ces résultats laisse 

supposer que les systèmes antioxydants des HDL MCI et mAD soient défaillants. Nos 

résultats montrent, également, que les polymorphismes 192Q/R et 55L/M de la PON1 

ne sont pas associés à la MA. Enfin, les expériences réalisées pour déterminer si la 

fonction de la PON1, dans l’efflux du cholestérol, est altérée dans la MA n’ont pas pu 

donner des résultats concluants. En effet, nos résultats montrent que la PON1r humaine, 

seule, ne peut pas stimuler l’efflux du cholestérol, et que l’ajout de PON1r humaine à 

des HDL Santé ne peut pas augmenter leur capacité à stimuler l’efflux du cholestérol. 

Donc, notre projet de tester les PON1 Santé, MCI et mAD, purifiées à partir du plasma 

humain, n’a pas pu aboutir. Il faudrait donc utiliser une autre méthode pour comparer 

les capacités des PON1 à stimuler l’efflux du cholestérol.  

  



110 
 

Conclusion et perspectives 

 

Les résultats obtenus dans ce travail ont permis de montrer que l’efflux du cholestérol 

est altéré dans la MA. Cette baisse de l’efflux du cholestérol est due à une altération de 

la fonctionnalité des HDL et non, à une baisse de l’expression du transporteur ABCA1. 

Les résultats obtenus suggèrent, également, que la voie d’efflux du cholestérol utilisant 

ABCA1 ne soit pas altérée dans la MA supposant donc, que les voies ABCG1 et/ou SR-

B1 soient altérées dans la MA. La baisse de la fonctionnalité des HDL serait due à une 

oxydation de ces particules, et à une altération de leur structure. Les peptides A1-42 sont 

capables de restaurer la fluidité des HDL mAD mais ne permettraient probablement pas 

de rétablir leur fonctionnalité.  

L’efflux du cholestérol est également réduit chez les personnes présentant un MCI 

cependant, le mécanisme à l’origine de cette altération semble différent de celui 

retrouvé chez les Alzheimer. En effet, la capacité des HDL à induire l’efflux du 

cholestérol n’est pas altérée chez les MCI. En revanche, les peptides A1-42 présents 

dans le plasma des MCI pourraient perturber l’efflux du cholestérol en interagissant 

avec les transporteurs ABCA1 et/ou ABCG1 ou encore, en interagissant avec le 

récepteur SR-B1. En effet, les niveaux de peptides A1-42 sont augmentés dans le 

plasma des MCI, et ces peptides sont capables de réduire l’efflux du cholestérol des 

macrophages J774 lorsqu’ils surexppriment ABCA1.  

Ces résultats ont également permis de montrer que l’activité paraoxonase est réduite de 

manière non significative dans le plasma des mAD. Cette activité est impliquée dans 

l’élimination des composés organophosphorés neurotoxiques. Cette baisse d’activité 

pourrait donc conduire à une accumulation de ces composés dans l’organisme. La baisse 

de l’activité paraoxonase peut également refléter une baisse de la fonction anti-oxydante 

de la PON1. En effet, nos résultats ont montré que les HDL des mAD sont plus 

sensibles à l’oxydation que les HDL des personnes en Santé. De plus, l’ajout de PON1r 

humaine à des HDL mAD permet de les protéger partiellement de l’oxydation. A 

l’inverse, l’ajout de PON1r humaine à des HDL de personnes en Santé les rend 

insensibles à l’oxydation. Nos résultats suggèrent donc que la fonctionnalité de la PON1 

ainsi que les autres systèmes antioxydants soient altérés dans la MA. Nos résultats 

montrent également que les polymorphismes 192Q/R et 55L/M ne sont pas associés à la 
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MA. Enfin, la méthode utilisée pour mesurer la capacité de la PON1 à stimuler l’efflux 

du cholestérol ne semble pas la bonne. En effet, la PON1r humaine seule ne stimule pas 

l’efflux du cholestérol, et l’ajout de PON1r humaine à des HDL de personnes en Santé 

ne permet pas d’augmenter leur capacité à réaliser l’efflux du cholestérol. Nous n’avons 

donc pas pu comparer les capacités des PON1 purifiées à partir des plasma Santé, MCI 

et mAD à stimuler l’efflux du cholestérol. Le mécanisme utilisé par la PON1 pour 

stimuler l’efflux du cholestérol passe par la production de LysoPC. Pour comparer les 

capacités des PON1 à stimuler l’efflux du cholestérol, nous pourrions donc mesurer le 

taux de production de LysoPC. Nous pourrions également refaire les expériences 

d’efflux du cholestérol en utilisant un autre accepteur du cholestérol.  

Les perspectives envisagées pour ce projet de recherche sont les suivantes : 

 Déterminer quelle(s) voie(s) d’efflux du cholestérol est altérée dans la MA. Pour 

cela, des expériences d’efflux du cholestérol doivent être réalisées en utilisant 

des cellules exprimant le récepteur SR-B1 ou le transporteur ABCG1. Les HDL 

des patients seront utilisés comme accepteurs du cholestérol. Les cellules 

Fu5AH sont des cellules d’hépatome de rat qui expriment en grande quantité le 

récepteur SR-B1. De ce fait, ces cellules peuvent être utilisées pour étudier cette 

voie. En ce qui concerne la voie ABCG1, le recours à des cellules exprimant 

transitoirement ce transporteur devra être envisagé. Nous pourrions utiliser les 

cellules COS-1 qui sont des cellules de rein de singe pour réaliser les 

transfections. 

 Déterminer quelle(s) fraction(s) de HDL dont la fonctionnalité serait altérée 

dans la MA. Pour cela, il faudrait isoler les différentes fractions de HDL et tester 

leur capacité à réaliser l’efflux du cholestérol. Dans un premier temps, les 

cellules J774 pourraient être utilisées. En effet, elles expriment les transporteurs 

ABCA1 et ABCG1 ainsi que le récepteur SR-B1 avec le même niveau 

d’expression. La voie d’efflux du cholestérol qui est altérée dans la MA n’a pas 

encore été identifiée donc, l’utilisation des cellules J774 serait à privilégier. 

 Etudier la composition lipidique des HDL. Nos résultats ont montré que la 

fluidité des HDL est altérée dans la MA, et la fluidité est régulée par la 

composition lipidique. Nous pourrions donc comparer les compositions 

lipidiques des HDL des personnes en Santé et des patients mAD.  
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 Déterminer quelles protéines sont oxydées dans les HDL mAD. Pour cela, il 

faudrait utiliser l’électrophorèse 2D. 

 Etudier l’affinité des HDL pour les transporteurs/récepteurs. Nous avons montré 

que la capacité des HDL à réaliser l’efflux du cholestérol est altérée dans la MA. 

La baisse de l’efflux du cholestérol pourrait, également, s’expliquer par une 

altération de l’affinité des HDL pour les transporteurs. Il faudrait donc réaliser 

des tests de liaison entre les HDL et les transporteurs. 

 Etudier les voies de signalisation ABCA1, ABCG1 et SR-B1. Nous savons 

qu’en interagissant avec les transporteurs ABCA1 et ABCG1 ou, avec le 

récepteur SR-B1, apoA-1 ou les HDL induisent des voies de signalisation. De ce 

fait, ces voies de signalisation pourraient être altérées dans la MA. Nous 

pourrions donc étudier ces voies de signalisation en utilisant la technique du 

FACS. 
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