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Titre de la thèse : Etude de nouveaux biomarqueurs de toxicité induite par des 

micropolluants (benzo(a)pyrene et phtalate de bis(2-ethlyhexyle)) sur des modèles de 

placenta humain 

Résumé : L’exposition prénatale à différents agents toxiques est généralement étudiée en 

considérant le placenta comme une barrière entre la mère et le fœtus ; nous le considérons 

en tant qu’organe cible des agents toxiques. Pour ce faire, nous avons sélectionné un 

modèle cellulaire de trophoblastes adapté aux études toxicologiques. En clinique, des 

pathologies de la grossesse sont associées à des modifications de la sécrétion de l’hormone 

placentaire lactogène hPL et de l’hormone gonadotrope chorionique hCG. Nos travaux in 

vitro ont permis de faire le lien entre une exposition à des micropolluants (le mono(2-

ethylhexyl) phtalate, un perturbateur endocrinien, et le benzo(a)pyrene, un carcinogène) et 

ces observations cliniques. Les biomarqueurs de sécrétion hormonale (hPL et hCG 

hyperglycosylée) et de dégénérescence (activation du purinorécepteur P2X7) que nous 

avons identifiés permettent de détecter l’exposition et le risque suite à une exposition à des 

polluants. 

 

Discipline : Toxicologie 

 

Mots-clefs : placenta, in vitro, micropolluant, benzo[a]pyrène, phtalate de bis(2-ethylhexyle), 

perturbateur endocrinien, biomarqueur, hormone placentaire lactogène, hormone 

chorionique gonadotrope, récepteur P2X7, microenvironnement 
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INTRODUCTION 

  



Le placenta est un organe transitoire nécessaire à la croissance du fœtus et au bon 

déroulement de la grossesse. Il est particulièrement sensible aux hormones qui lui envoient 

des signaux spécifiques. En retour, il sécrète également des hormones qui exercent une 

action tant sur la mère que sur le fœtus et sur lui-même. Toute molécule perturbant cet 

équilibre hormonal ou la fonction placentaire peut avoir un retentissement sur le 

déroulement de la grossesse, la croissance du fœtus mais aussi sur la santé de l’enfant à 

naître. La femme enceinte est donc spécialement sensible aux polluants qui l’entourent, et 

plus spécifiquement aux micropolluants. Un polluant est défini comme étant une substance 

présente dans l’environnement résultant au moins en partie de l’activité humaine et ayant 

des effets délétères sur les organismes vivants. Les polluants exerçant leurs effets délétères 

à de faibles concentrations, inférieures au µg/L, sont dits micropolluants. Les polluants et 

micropolluants peuvent se bioaccumuler au niveau du placenta car il existe en son sein un 

fort débit sanguin comparativement au reste de l’organisme maternel. De plus, certains 

polluants sont retrouvés à des concentrations de l’ordre du micromolaire dans le cordon 

ombilical. Le placenta semble donc être un organe cible de micropolluants particulièrement 

intéressants à étudier. 

Cette thèse s’inscrit dans le cadre de l’ANR Placentox dans lequel notre rôle a été 

l’étude de la cytotoxicité induite par le benzo[a]pyrène et du phtalate de bis(2-ethylhexyle) 

sur le placenta. Nous proposons dans ce manuscrit d’étudier la cytotoxicité de ces 

micropolluants mais également de mettre en évidence des biomarqueurs de perturbation 

endocrinienne ainsi que des biomarqueurs de dégénérescence suite à l’exposition de 

modèles placentaire à des micropolluants. 

Dans un premier temps, nous nous avons sélectionné un modèle placentaire adapté aux 

études toxicologiques. En effet, il existe différents modèles de cellules placentaires mais 

certains semblent plutôt à privilégier pour les études de la physiologie placentaire tandis que 

d’autres semblent mieux adaptés à la toxicologie. 

La viabilité cellulaire et la fragmentation de l’ADN ont été étudiées respectivement par 

microtitration cytofluorimétrique et cytométrie en flux. 
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Dans un deuxième temps, nous nous sommes intéressée aux effets sur le placenta mais 

aussi sur des cellules du système immunitaire d’un micropolluant particulier, connu pour 

être un perturbateur endocrinien, le phtalate de bis(2-éthylhexyle).  

Les mécanismes apoptotiques déclenchés par ce micropolluant ainsi que les altérations 

mitochondriales et la dérégulation hormonale induites par ce perturbateur endocrinien ont 

été étudiés sur le modèle placentaire précédemment sélectionné, afin de déterminer des 

biomarqueurs d’exposition. De plus, ses effets pro-inflammatoires sur modèle des cellules 

du système immunitaire ont été évalués par la technique ELISA. 

Dans un troisième temps, les effets sur le placenta d’un autre type de micropolluant, le 

benzo[a]pyrène qui est une molécule carcinogène, ont été étudiés afin d’identifier un 

biomarqueur de dégénérescence cellulaire mais également une perturbation endocrinienne. 

La métabolisation du benzo[a]pyrène, la viabilité cellulaire, les effets clastogènes, les 

altérations mitochondriales, le stress oxydant, la perturbation des microenvironnements 

matriciel et lipidique et la sécrétion hormonale ont été évalués par différentes techniques : 

microscopie confocale, In Cell Western, microtitration fluorimétrique, colorimétrie, 

bioluminescence, cytométrie en flux, technique ELISA et spectrométrie de masse. 

Nous ferons tout d’abord un rappel sur la physiologie et la physiopathologie du placenta 

humain. Nous consacrerons ensuite un chapitre sur les deux micropolluants utilisés dans 

notre étude, le phtalate de bis(2-éthylhexyle) et le benzo[a]pyrène, puis un chapitre sur le 

microenvironnement cellulaire comprenant les microenvironnements matriciel et lipidiques. 

Après avoir décrit le matériel et méthodes utilisés dans notre étude, nous décrirons 

l’ensemble des résultats que nous avons obtenus avant de tirer les principaux 

enseignements de notre travail. 
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1. RAPPELS ET ETAT ACTUEL DES CONNAISSANCES 

 

 

1.1. LE PLACENTA HUMAIN 

Le placenta est un organe transitoire permettant la croissance et le développement du 

fœtus grâce à son rôle de barrière et ses fonctions d’échange gazeux et nutritifs. Cette 

annexe embryonnaire est indispensable pour le maintien de la grossesse. Il se met en place 

rapidement, dès le 8ème jour après la fécondation, quand le blastocyste a épuisé ses réserves 

nutritives. Il représente une interface entre l’endomètre de la mère et le fœtus ; il est la 

résultante du développement d’un système membranaire fœtal au centre duquel se trouve 

le fœtus et dont le lien avec les membranes est le cordon ombilical (Naidu et al. 2007). 

Le placenta humain a la forme d’un disque, est composé de villosités choriales et est 

caractérisé par une invasion majeure du trophoblaste le conduisant au contact du sang 

maternel (Figure 1). La placentation humaine est de type hémomonochoriale, c’est-à-dire 

qu’une unique couche de cellules placentaires sépare les circulations sanguines maternelles 

et fœtales. 
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Figure 1 : Le placenta humain (d’après the American Accreditation Health Care 

Commission, 2008). 

 

1.1.1. Anatomophysiologie du placenta humain 

1.1.1.1. Développement placentaire 

Le développement du placenta se déroule en trois étapes : les stades prélacunaire, 

lacunaire et villeux. 
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1.1.1.1.1. Stade prélacunaire 

Après fécondation, l’ovocyte se transforme rapidement en blastocyste. Ce dernier est 

entouré d’une assise de cellules externes mononucléées nommée trophectoderme ou 

trophoblaste à partir desquels se forme le placenta. Dès qu’un contact est établi entre 

l’épithélium de l’endomètre maternel et le pôle embryonnaire du blastocyste, les cellules du 

trophectoderme se différencient en deux couches cellulaires distinctes : une assise cellulaire 

interne de cellules capables d’activité mitotique intense, les cytotrophoblastes, et une 

couche externe de syncytiotrophoblastes (figure 2). Cette dernière provient de la fusion des 

cytotrophoblastes, cellules mononucléées, en cellules plurinucléées et polarisées. Le 

syncytiotrophoblaste possède une activité protéolytique intense. Il peut ainsi pénétrer 

l’épithélium utérin et envahir l’endomètre afin d’enfouir le blastocyste : c’est la nidation. 

1.1.1.1.2. Stade lacunaire 

Environ 8 jours après la fécondation, des vacuoles apparaissent dans la masse syncytiale 

suite à la dégradation de la matrice extracellulaire par le syncytium. Ces vacuoles forment 

progressivement des lacunes délimitant des travées syncytiales (Figure 2). A ce stade, 

l’implantation de l’œuf au sein de la paroi utérine est totale. 

1.1.1.1.3. Stade villeux 

Vers le 12ème jour, les cytotrophoblastes qui étaient limités à une assise cellulaire interne 

prolifèrent et envahissent les travées de la masse syncytiale, formant ainsi les villosités 

choriales primaires (Figure 2). En parallèle, les vacuoles formées par les travées syncytiales 

se remplissent de sang maternel pour constituer les lacs sanguimaternels ou chambres 

intervilleuses. A partir du 15ème jour post-fécondation, les villosités primaires sont envahies 

par du mésenchyme allantoïdien d’origine embryonnaire et forment les villosités 

secondaires. Des capillaires fœtaux apparaissent alors dans l’axe mésenchymateux de la 

villosité choriale, ce qui détermine la structure tertiaire de la villosité environ trois semaines 

après la fécondation. A terme, le placenta est un disque de 20 cm de diamètre et de 3 cm 

d’épaisseur et pèse environ 500g. L’arbre villositaire comprend des villosités crampons 

ancrées dans l’endomètre maternel et des villosités flottantes baignant dans la chambre 

intervilleuse. 
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EB : bouton embryonnaire, CT : cytotrophoblastes, ST : syncytiotrophoblaste, EU : endothélium utérin, 

EM : mésoderme embryonnaire, L : lacune, AS : artère spiralée, CD : cellule déciduale 

Figure 2 : Représentation schématique des étapes du développement placentaire 

humain (d’après Benirschke et Kaufmann (Benirschke and Kaufmann 2000)) 

 

1.1.1.2. Cytotrophoblaste villeux et villosités flottantes 

Dans sa structure définitive, la villosité choriale est composée d’un axe de mésenchyme 

embryonnaire contenant les vaisseaux fœtaux. Cet axe est entouré de cytotrophoblastes 

reposant sur une membrane basale ; ces derniers sont dits villeux. Le syncytiotrophoblaste 

qui les entoure constitue la couche la plus externe de la villosité et se trouve directement en 

contact avec la cavité lacunaire remplie de sang maternel. Les circulations maternelles et 

fœtales ne se mélangent jamais ; les capillaires fœtaux sont séparés du sang maternel par 

l’endothélium des vaisseaux fœtaux, le mésenchyme et le syncytiotrophoblaste. La 

membrane apicale des syncytiotrophoblastes comporte de nombreuses microvillosités se 
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projetant dans la chambre intervilleuse. Elles constituent une zone privilégiée d’échanges 

entre la mère et le fœtus. 

1.1.1.3. Cytotrophoblaste extravilleux et villosités crampon 

Le placenta est caractérisé par une invasion profonde de l’endomètre utérin par les 

cytotrophoblastes extravilleux au cours du premier trimestre de la grossesse. Le 

cytotrophoblaste extravilleux est caractérisé par ses capacités invasives et prolifératives. 

Les cytotrophoblastes extravilleux sont localisés à la base de la villosité crampon. Ils sont 

agrégés les uns aux autres, reposant sur une membrane basale. A la base de la villosité, les 

cellules sont hautement prolifératives puis elles se différencient en cytotrophoblastes très 

invasifs, acquièrent un phénotype mésenchymateux et colonisent l’endomètre et le 

myomètre. L’invasion trophoblastique est limitée au tiers supérieur de l’endomètre grâce à 

une régulation impliquant des facteurs solubles sécrétés par les cellules déciduales de 

l’endomètre et modulant la synthèse de protéases et de protéines matricielles (Bischof et al. 

2000). De plus, l’invasion est orientée et sélective car les cytotrophoblastes extravilleux 

n’envahissent que les parois des artères utérines et pas les veines ; ils ne dégradent que la 

tunique élastique artérielle. 

1.1.1.4. Placenta et cellules du système immunitaire 

Le placenta, de par son lien étroit avec la circulation maternelle, est en contact avec des 

monocytes maternels (Basu et al. 2011). De plus, il est également riche en macrophages, 

alors nommés cellules de Hofbauer, présents dans les villosités choriales (Bulmer and 

Johnson 1984). Des macrophages déciduels sont aussi détectés dans la décidue de 

l’endomètre maternel (Houser 2012; Nehemiah et al. 1981). 

1.1.1.5. Fonctions placentaires 

Le placenta possède différentes fonctions, physiques, pour assurer la protection 

mécanique du fœtus face à des chocs grâce au liquide amniotique contenu dans la cavité 

amniotique, et biologiques. 
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Une des fonctions biologiques les plus évidentes et essentielles du placenta est de 

coordonner les échanges gazeux et nutritifs. La villosité choriale étant l’unité fonctionnelle 

du placenta, les échanges fœtaux-maternels ont lieu dans la chambre intervilleuse au niveau 

des villosités flottantes (Evain-Brion 2001). Les capillaires fœtaux sont alors séparés de la 

circulation maternelle par une unique couche de cellules syncytiales et les échanges peuvent 

avoir lieu par diffusion simple, facilitée, par transport actif ou par endocytose. 

Une autre fonction connue du placenta est sa fonction de barrière protectrice face aux 

agents pathogènes et produits toxiques grâce à sa richesse en monocytes et macrophages 

comme nous l’avons précédemment décrit. Il exerce une fonction de filtre pour limiter le 

passage de ces agents vers le fœtus et ainsi protéger son développement. Toutefois, son 

pouvoir filtrant varie selon les agents infectieux et produits toxiques considérés. Par 

exemple, les agents infectieux sont principalement stoppés sauf les virus tels que le VIH, la 

rubéole ou les hépatites. De même, parmi les produits toxiques et les médicaments, la 

majorité est arrêtée tandis que l’alcool, les opiacés et les rétinoïdes peuvent atteindre le 

fœtus. 

Les cellules fœtales placentaires dérivant de la mère et du père, la grossesse peut être 

comparée à la greffe d’un organisme « étranger » dans l’organisme maternel ; il pourrait 

donc potentiellement être rejeté par la mère. Or ce n’est pas le cas ; il existe donc une 

tolérance immunologique dans l’environnement placentaire (Gaunt and Ramin 2001; Torry 

et al. 1997; Yokoyama 1997). Pour cela, les cellules trophoblastiques n’expriment pas le 

complexe majeur d’histocompatibilité de type II, protégeant le placenta de la destruction par 

les lymphocytes maternels (Parham et al. 2012). De plus, des cellules du cytotrophoblastes 

extravilleux expriment des Human Leucocyte Antigen tels que HLA-C, -E et -G qui inhibent 

l’action des cellules Natural Killer du système immunitaire. Le placenta joue donc un rôle de 

barrière anatomique continue entre les tissus fœtaux et maternels et contribue ainsi à la 

tolérance immunologique du fœtus par la mère. De plus, le placenta contribue à 

l’immunisation du fœtus, en laissant passer les immunoglobulines G maternelles, 

immunoglobulines que le fœtus ne peut synthétiser lui-même, à l’inverse des 

immunoglobulines M qui traversent peu la barrière placentaire mais sont synthétisées par le 

fœtus (Ben-Hur et al. 2005; Friden et al. 1994; Kohler and Farr 1966; Simister 2003). 
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La sécrétion hormonale est une autre fonction très importante du placenta. Elle exerce 

un rôle prépondérant dans le déroulement de la grossesse, le développement fœtal et la 

parturition. Différentes hormones sont sécrétées par le syncytiotrophoblaste, des hormones 

stéroïdes mais aussi des hormones peptidiques. Parmi les hormones stéroïdes, le placenta 

produit et secrète dès la 8ème semaine de grossesse de la progestérone et des œstrogènes 

tels que l’œstradiol, l’œstrone et l’œstriol. Les œstrogènes placentaires ont pour rôle de 

maintenir le flux sanguin utéroplacentaire (Siiteri and MacDonald 1966). A l’inverse des 

autres organes stéroïdogènes, le placenta humain n’exprime pas les enzymes 17α-

hydroxylase et 17,20 lyase qui permettent la conversion de la progestérone et la 

prégnénolone en androgènes (Figure 3). Afin d’assurer cette conversion, le placenta agit en 

coopération avec le fœtus. La prégnénolone placentaire est convertie en sulfate de 

prégnénolone puis en sulfate de déhydroépiandrostérone (DHA-S) par les glandes surrénales 

du fœtus. Ce DHA-S est ensuite métabolisé par le foie fœtal en 16α-OH DHA-S puis diffuse 

dans le placenta pour être aromatisé en œstrogènes ou est directement transféré vers le 

syncytium pour être métabolisé en androsténédione puis aromatisé en œstrogènes. 

 

 

Figure 3 : Schéma de la synthèse des stéroïdes par le placenta et le fœtus 
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Le placenta sécrète également de nombreuses hormones peptidiques parmi lesquelles 

l’hormone chorionique gonadotrope (hCG), l’hormone placentaire lactogène (hPL) et la 

leptine, en moindre quantité. L’hCG est sécrétée durant toute la grossesse. Elle permet le 

maintien du corps jaune et le développement précoce du placenta. Toute altération de sa 

production aura des conséquences sur le déroulement de la grossesse. C’est une hormone 

pouvant être hautement glycosylée composée d’une sous unité α et d’une sous unité β. Les 

trophoblastes sécrètent également de l’hPL. Cette hormone est sécrétée tout au long de la 

grossesse dans le sang maternel où sa quantité ne cesse d’augmenter ; elle est le reflet de la 

masse syncytiale car sécrétée par les syncytiotrophoblastes. 

 

1.1.2. Anatomopathologie du placenta 

1.1.2.1. Anomalies génétiques et/ou chromosomiques 

Il existe des anomalies à composantes génétique et chromosomique touchant le 

placenta qui peuvent avoir un impact important sur la grossesse et le développement du 

fœtus. 

1.1.2.1.1. Retard de croissance intra-utérin 

Le retard de croissance intra-utérin est une complication de la grossesse caractérisée 

par une croissance insuffisante du fœtus. Cette complication impactant 3 à 5% des 

grossesses peut être d’origine maternelle (prise de tabac, malformation de l’utérus), fœtale 

(anomalie chromosomique, malformation) ou placentaire (mauvaise vascularisation du 

placenta, infarctus placentaire, anomalie chromosomique). Les conséquences d’un retard de 

croissance intra-utérin sont variées, allant d’une atteinte des fonctions cérébrales à un 

risque de mortalité in utero ou à la naissance en passant par des maladies cardiovasculaires. 

Une étude a montré qu’une expression altérée du gène PLAGL1 dans le placenta humain 

pouvait avoir un impact sur la croissance fœtale. En effet, en 2009, Diplas et al. ont mis en 

évidence que l’expression de PLAGL1 est diminuée en cas de retard de croissance intra-

utérin (Diplas et al. 2009). Bien que ce gène soit soumis à empreinte maternelle et que cette 
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dernière soit normale, Iglesias-Plataset al. ont confirmé que ce facteur de transcription était 

moins exprimé dans le placenta de filles atteintes de retard de croissance intra-utérin 

comparativement à des placentas issus de grossesses normales (Iglesias-Platas et al. 2014). 

De plus, l’ARNm de NEAT1 a été montré comme étant surexprimé dans les cellules 

trophoblastiques et la longueur des télomères placentaires significativement diminuée en 

cas de retard de croissance intra-utérin (Gremlich et al. 2014; Toutain et al. 2013). 

1.1.2.1.2. Prééclampsie 

La prééclampsie, ou toxémie gravidique ou encore syndrome toxémique, est une 

pathologie de la grossesse spécifique de l’espèce humaine. Touchant environ 5% des 

femmes enceintes, elle correspond à un dysfonctionnement placentaire et affecte 

principalement les jeunes primipares et les multipares âgées, avec un risque plus élevé pour 

les jeunes primipares. Le risque de prééclampsie est plus élevé chez les filles de mères ayant 

elles-mêmes souffert de prééclampsie (Cooper et al. 1988). Cette pathologie augmente le 

risque de prématurité, de mort néonatale liée à cette prématurité et de mort in utero causée 

par une insuffisance placentaire chronique entre autres. Au niveau du placenta, elle entraine 

une hypotrophie ainsi qu’un infarctus placentaires faisant suite à une hypoxie prolongée. 

La majorité de la littérature désigne la mère comme étant à l’origine d’une 

prédisposition génétique à la prééclampsie. Cependant, des études récentes ont également 

montré une participation paternelle. En effet, des études cliniques ont montré que des pères 

issus de grossesses prééclamptiques sont susceptibles d’induire des grossesses 

prééclamptiques chez leur partenaire (Esplin et al. 2001). 

1.1.2.1.3. Hyperplasie trophoblastique des villosités 

L’hyperplasie trophoblastique des villosités, ou môle hydatiforme, est une anomalie rare 

de la grossesse, touchant de 1 à 3 grossesses sur 1000 (Sebire and Seckl 2008). Cette 

pathologie est définie par une prolifération excessive des cellules trophoblastiques. On 

distingue les môles hydatiformes complètes, sans embryon, des môles hydatiformes 

partielles, qui sont triploïdes et pour lesquelles l’embryon est présent mais non viable. Les 

môles peuvent dans 10% des cas suivre une dégénérescence cancéreuse et ainsi devenir des 
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môles hydatiformes invasives ou choriocarcinomes (Sebire and Seckl 2008). Les môles 

touchent principalement la femme jeune et la femme âgée (Sebire et al. 2002). 

Différentes mutations du gène NALP7/NRLP7 localisé sur le chromosome 19 ont été 

reportées dans certains cas de grossesses molaires à répétition, de même que des mutations 

du gène KHDC3L/C6orf221 (Murdoch et al. 2006; Parry et al. 2011; Ulker et al. 2013). 

1.1.2.1.4. Anomalies chromosomiques limitées au placenta 

Les anomalies chromosomiques limitées au placenta (ACLP) sont définies comme étant 

des anomalies chromosomiques présentes au niveau des tissus extra-embryonnaires et 

absentes des tissus fœtaux (Kalousek and Dill 1983). Les anomalies chromosomiques limitées 

au placenta sont dites limitées au placenta car le caryotype du placenta est différent de celui 

du fœtus. Elles sont classées selon 3 types : de type 1 lorsque les anomalies sont présentes 

dans le mésenchyme villositaire, de type 2 dans les cytotrophoblastes de la villosité, ou de 

type 3 si les anomalies sont présentes dans les deux (Figure 4). Les anomalies 

chromosomiques limitées au placenta sont la conséquence d’un accident post-zygotique 

(Wolstenholme 1996) ; il ne semble donc pas exister de gène de susceptibilité à cette 

pathologie. Cet accident peut être dû à un œuf euploïde (46 chromosomes) dont les cellules 

deviennent aneuploïdes (plus ou moins de 46 chromosomes) après un accident mitotique 

mais également à un œuf aneuploïde (47 chromosomes) qui redevient euploïde suite à un 

mécanisme de réparation mitotique tout en ayant gardé les 2 chromosomes de la paire 

trisomique d’un même parent. 
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Figure  4.  Illustration  des  différents  types  d’anomalies  chromosomiques  limitées  

au placenta (d’après Toutain (Toutain 2012)) 

1.1.2.2. Facteurs environnementaux 

1.1.2.2.1. Infections bactériennes et virales 

Certains pathogènes peuvent atteindre le placenta et ainsi perturber le déroulement de 

la grossesse. C’est le cas notamment du protozoaire Toxoplasma gondii, à l’origine de la 

toxoplasmose. Une infection par ce parasite est généralement bénigne et asymptomatique 

hors grossesse. Cependant, des complications peuvent apparaitre chez la femme enceinte 

non immunisée. En effet, la toxoplasmose peut être transmise de la mère au fœtus, c’est ce 

que l’on nomme toxoplasmose congénitale, et ainsi entraîner des complications 

dépendantes du stade de la grossesse au moment de la contamination. En début de 

grossesse, le risque de passage transplacentaire du parasite est faible, de l’ordre de 6%, mais 

les conséquences d’un tel passage sont graves, pouvant entraîner des séquelles 

neurologiques sur l’enfant voire même la mort du fœtus in utero. En fin de grossesse, le 

passage transplacentaire est plus élevé, d’environ 80%, mais les conséquences sont moins 

graves, induisant par exemple des lésions oculaires telles que la rétinochoroïdite (Desmonts 
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and Couvreur 1986; Dunn et al. 1999). Du point de vue du placenta, les trophoblastes 

extravilleux ancrés dans la décidue maternelle semblent plus vulnérables au virus que les 

syncytiotrophoblastes  (Robbins et al. 2012). 

Le virus de la rubéole est également un pathogène pouvant traverser la barrière 

placentaire. Comme la toxoplasmose, la rubéole est bénigne hors grossesse et passe parfois 

inaperçue. Là encore, la femme enceinte est une personne à risque car le virus peut 

atteindre le placenta puis le fœtus. Les conséquences d’une rubéole congénitale sont 

variables selon le moment de la grossesse auquel la contamination a lieu. Elle est d’autant 

plus grave qu’elle survient tôt. Avant le premier mois, elle peut être responsable de fausse 

couche tandis que plus tard, elle peut être la cause de retard de croissance, atteintes 

oculaires, malformations cardiaques ou atteintes neurologiques. 

Le cytomégalovirus peut lui aussi atteindre le placenta. Une contamination par ce virus 

est souvent asymptomatique et bénigne mais une infection de la femme enceinte peut avoir 

des conséquences plus ou moins graves sur le fœtus : RCIU, atteintes neurologiques, 

hépatique, thrombopénie. Il s’agit de l’infection fœtale congénitale la plus fréquente dans 

les pays industrialisés. Les villosités choriales baignant les lacunes de sang maternel, elles 

peuvent être en contact direct avec le virus. Une étude menée par Pereira et al. a montré 

que les cellules placentaires étaient un réservoir de réplication du cytomegalovirus (Pereira 

et al. 2003). Plus précisément, les syncytiotrophoblastes  ne semblent pas être infectés par le 

cytomegalovirus, à l’inverse des cytotrophoblastes présents dans les villosités ainsi que les 

cytotrophoblastes extravilleux (Fisher et al. 2000). 

1.1.2.2.2. Perturbations endocriniennes 

1.1.2.2.2.1. Définition 

Certaines substances étrangères à l’organisme sont regroupées sous le terme de 

perturbateur endocrinien (PE). Le colloque de Weybridge au Royaume-Uni, organisé en 1996 

par la Commission Européenne, l'Organisation pour la Coopération et le Développement 

Economique, l'Organisation Mondiale de la Santé et l'Industrie Chimique Européenne, a 

permis de dresser une première définition du terme PE : il s’agit d’une « substance étrangère 

à l'organisme qui produit des effets délétères sur l'organisme ou sa descendance, à la suite 
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d'une modification de la fonction hormonale » (European Comission 1996). En 2002, cette 

définition est affinée suite au Programme International sur la Sécurité Chimique de 

l'Organisation Mondiale de la Santé qui décrit les PE comme étant « une substance ou un 

mélange exogène altérant une ou plusieurs fonctions du système endocrinien et provoquant 

de ce fait des effets néfastes sur la santé de l’organisme intact ou sur celle de sa 

descendance ». Cette définition fait aujourd’hui l’objet d’un consensus international. 

1.1.2.2.2.2. Prise de conscience et programmes de recherche 

Une crise sanitaire est à l’origine de la notion de perturbation endocrinienne chez 

l’Homme. Durant les années 40-50, une hormone de synthèse à très fort pouvoir 

oestrogénique est commercialisée sous le nom de diethylstilbestrol, ou Distilbène® (Figure 

5). Ce médicament est prescrit aux femmes enceintes en vue d’éviter les avortements 

spontanés, les risques de prématurité et les hémorragies gravidiques. Le diethylstilbestrol a 

été synthétisé en 1938 et est connu pour ses propriétés oestrogéniques puissantes. Plusieurs 

décennies après sa mise sur le marché, des anomalies génitales ont été rapportées chez les 

enfants de mères ayant pris du Distilbène® durant leur grossesse. En effets, des cas 

d’hypotrophie testiculaire, hypospadias (ouverture de l’urètre sur la face inférieure du pénis) 

ou cryptorchidie (absence de descente d’un ou des deux testicules dans le scrotum) ont été 

détectés chez les petits garçons exposés in utero tandis que les petites filles présentaient des 

malformations du vagin ou de l’utérus (Henderson et al. 1976; Palmer et al. 2009; Stillman 

1982). De plus, des formes inhabituelles de cancer de l’utérus, du vagin et du sein à la 

puberté sont également observées chez ces filles. Actuellement, les effets du Distilbène® 

sont encore visibles après plusieurs générations. En effet, les enfants de la troisième 

génération, c’est-à-dire les petits-enfants de femmes exposés in utero, présentent plus 

d’hypospadias que les petits enfants de femmes non exposées (Kalfa et al. 2011; Klip et al. 

2002; Pons et al. 2005). Suite à ces anomalies et pathologies rapportées, la 

commercialisation du  Distilbène® a été totalement interdite en France en 1977. La majorité 

des effets observés suite à une exposition au diethylstilbestrol touchant le système 

reproducteur ou conduisant à un cancer hormonodépendant, la notion de perturbation 

hormonale et donc de PE est née. 
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Lors de l’accident de Seveso en Italie en 1976, la 2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine 

(TCDD, Figure 5) a été relarguée dans l’environnement après l’explosion d’une usine de 

pesticides. Cette dioxine TCDD, ou dioxine Seveso, est classée cancérogène de groupe 1 par 

le Centre International de Recherche sur le Cancer, c’est-à-dire agent cancérogène certain 

pour l’Homme. L’apparition de cancers chez les personnes exposées à cette dioxine lors de 

l’accident a été étudiée. Il en est ressorti que la fréquence globale des cancers chez la 

femme et en particulier les cancers du sein et les lymphomes malins non hodgkiniens était 

accrue comparativement aux femmes non exposées à cet accident (Pesatori et al. 2009; 

Warner et al. 2011). Chez les hommes, les études ont détecté un excès de risque de 

myélome multiple. En plus des effets cancérogènes observés après une forte exposition au 

TCDD, des études ont permis de mettre en évidence que cette dioxine était également un PE 

à des concentrations plus faibles. Cette molécule exerce des effets œstrogéniques et anti-

œstrogéniques (Boverhof et al. 2006; Buchanan et al. 2000; Devito et al. 1992; Knerr and 

Schrenk 2006; Ndebele et al. 2010; Rogers and Denison 2002; Tanaka et al. 2007). Ces 

perturbations endocriniennes observées principalement in vitro pourraient d’ailleurs être 

une des causes du développement des cancers observés chez les personnes après exposition 

au TCDD. 

Suite à ces crises sanitaires majeures, les études sur les PE se sont développées. 

Nous pouvons également citer le bisphénol A comme autre cas de prise de conscience 

plus récent. En effet, le bisphénol A (Figure 5) est une molécule découverte en 1936 ayant 

des effets oestrogéniques faibles. A l’origine, le bisphénol A devait être commercialisé pour 

son activité oestrogénique mais la synthèse deux ans plus tard du diethylstilbestrol, 

possédant une activité plus forte a changé les applications d’utilisation du bisphénol A. Il a 

donc été largement commercialisé pendant près de 80 ans pour des propriétés autres que 

son effet oestrogénique et utilisé afin de recouvrir l’intérieur de certaines boîtes de 

conserves ou canettes mais aussi en tant que révélateur de la coloration à l’impression dans 

les tickets de caisse et en tant que plastifiant dans les biberons entre autres. Il n’a d’ailleurs 

été interdit par le sénat français dans les biberons qu’en 2010 suite à différentes données le 

classant comme PE. De plus, l’Agence Nationale de SEcurité Sanitaire de l’alimentation, de 

l’environnement et du travail (ANSES) recommande également depuis septembre 2011 de 
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limiter l’exposition de la population en le substituant dans les matériaux en contact avec les 

denrées alimentaires. Selon l’ANSES, il existe des effets avérés sur la reproduction, le 

métabolisme et le comportement chez l’animal mais aussi à des effets suspectés sur la 

reproduction, le métabolisme et des pathologies cardiovasculaires chez l’homme suite à une 

exposition au bisphénol A (ANSES 2011). 

 

Figure 5. Formules chimiques de divers perturbateurs endocriniens : diethylstilbestrol, 

2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine et bisphénol A 

Par la suite, l’évaluation du risque lié aux produits chimiques ayant un effet PE a suscité 

un intérêt d’envergure internationale. Dans ce cadre, l’agence américaine de protection de 

l’environnement (United States Environmental Protection Agency, US EPA) a développé un 

programme de recherche sur les PE afin d’améliorer leur identification et l’évaluation de 

leurs effets : l’Endocrine Disruptor Screening Program. Ce programme a permis de dresser en 

avril 2009 une liste de 134 substances jugées prioritaires à étudier avec une batterie de tests 

in vitro et in vivo regroupés sous le terme de TIER 1 comprenant des solvants, plastiques, 

molécules contenues dans des soins corporels… Une liste révisée a été publiée en 2010 ; 

celle-ci comporte 109 produits chimiques qui sont soit des ingrédients actifs de pesticide, 

soit des molécules retrouvées dans les eaux de boissons, soit les deux. Parmi ces produits à 

évaluer, le benzo[a]pyrène (BaP) et le di-2-éthylhexyle phtalate (DEHP) sont retrouvés dans 
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les eaux de boisson et font partie des substances à étudier. Nous nous intéresserons plus 

particulièrement à ces deux molécules par la suite. 

En Europe, dans le cadre de la stratégie communautaire relative aux PE, une liste de 428 

substances prioritaires susceptibles de perturber le système endocrinien humain a été 

établie par la Commission Européenne en 2007. 

En France, le Programme National de Recherche sur les Perturbateurs Endocriniens a 

été lancé en 2005 par le ministère de l’écologie et du développement durable. Il a pour 

objectifs de soutenir la recherche fondamentale et appliquée concernant le devenir des PE 

dans l’organisme et l’environnement, favoriser la compréhension de leurs effets sanitaires 

mais également d’identifier les dangers et évaluer les risques liés à une exposition à ces 

molécules. Les thèmes de recherche actuels de ce projet sont l’étude des mécanismes 

d’action de la perturbation endocrinienne, les effets des mélanges de substances à faible 

dose mais aussi la modélisation et la détermination des expositions. 

De plus, le sénat français s’intéresse également à cette problématique et a voté une loi 

en 2012 interdisant l’utilisation du bisphénol A et autres PE et substances cancérogènes dans 

les dispositifs médicaux destinés aux bébés et femmes enceintes (Loi 2012-1442). 

1.1.2.2.2.3. Origine des PE, classification et exemples 

Les PE sont structurellement de classe diverse et appartiennent à différentes familles de 

substances chimiques : esters de phtalates, phytœstrogènes, dioxines, pesticides, métaux 

lourds, composés bromés... 

Les PE peuvent être naturels, produits par le corps humain (hormones humaines telles 

que l’hormone thyroïdienne, la testostérone, l’insuline ou les œstrogènes comme  

l’œstradiol, l’oestriol et l’œstrone) ou par les plantes (phyto-œstrogènes tels que les 

isoflavones de soja). Les PE peuvent également être synthétiques, produits pour leur effet 

hormonal (éthinylœstradiol présent dans les pilules contraceptives) ou des substances 

chimiques employées dans l’industrie, l’agriculture et les biens de consommation ou utilisés 

comme sous-produits mais dont l’effet sur les hormones n’est pas intentionnel. Cette 

dernière catégorie est sujette à controverse et regroupe entre autres les pesticides tels que 
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le dichlorodiphényltrichloroéthane, les médicaments ou les plastifiants que l’on retrouve 

quasiment partout tels que les esters de phtalates. 

En 2002, la commission européenne a déterminé une classification pour les PE (tableau 

1). 

Catégorie 1 PE avéré 

Preuves de l’existence d’effet perturbateur 

du système endocrinien in vivo dans au 

moins une étude publiée. Cette catégorie 

comprend également les substances pour 

lesquelles il n’existe pas suffisamment de 

preuves mais sont liées aux substances de 

cette catégorie du point de vue chimique. 

Catégorie 2 PE potentiel 

Les données  in vitro  indiquent une 

perturbation endocrinienne possible dans les 

organismes intacts. De plus, cette catégorie 

inclut également les effets in vivo 

susceptibles ou non d’être dus à des PE. 

Cette catégorie peut aussi inclure des 

analyses structurelles ou des considérations 

métaboliques. 

Catégorie 3a 

Aucune base scientifique ne 

justifie leur inclusion dans la 

liste 

Les études sur les effets PE sont disponibles 

mais ne donnent pas réellement d’indication 

sur ce type d’effet. 

Catégorie 3b 
Données inexistantes ou 

insuffisantes 
 

Tableau 1.Tableau de classification des PE, d’après la classification de la Commission 

Européenne de 2002 

Parmi les PE confirmés ou potentiels, nous retrouvons le bisphénol A, le 

diethylstilbestrol et les dioxines, dont la dioxine Seveso, mais également des parabènes, des 

métaux lourds tels que le cadmium et l’arsenic, des substances présentes dans les pesticides 

telles que le dichlorodiphényltrichloroéthane, des médicaments (vinclozoline), des 

phytoestrogènes (isoflavones) (Barbier 2011a). 
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Actuellement, le DEHP, qui est un produit chimique produit en grand volume, est classé 

en catégorie 1, c’est-à-dire PE avéré, par le comité d’experts de la communauté européenne 

statuant sur les PE (annexes 1 et 15 du rapport final de la commission européenne) 

(European Comission 2014b). Le BaP, considéré comme produit chimique persistant, est 

quant à lui classé en catégorie 3 mais apparait tout de même sur la liste des produits 

chimiques à suivre. En effet, certaines études montrent des effets de perturbation 

endocrinienne du BaP tandis que d’autres études ne montrent aucune conséquence. 

1.1.2.2.2.4. Conséquences cliniques d’une exposition aux PE 

Les PE ont différentes conséquences sur l’organisme, comme l’ont montré les 

différentes crises sanitaires citées précédemment. Les altérations de la santé les plus 

fréquences sont des modifications du système reproducteur mâle mais aussi femelle. Ces 

altérations comprennent entre autres des problèmes d’infertilité, un inversement du sex 

ratio (diminution du nombre de naissance de garçons par rapport aux filles), des 

malformations du système reproducteur telles que la cryptorchidie ou l’hypospadias et une 

puberté précoce des enfants exposés (Agopian et al. 2013; Balabanic et al. 2011). Les PE 

peuvent également perturber le déroulement de la grossesse, notamment en entraînant des 

fausses couches, comme c’est le cas avec le bisphénol A et le TCDD ou en perturbant le 

développement du fœtus (Lathi et al. 2014; Schnorr et al. 2001). Des cas de cancers 

hormonodépendants affectant le sein, la prostate et les testicules sont aussi régulièrement 

décrits comme pouvant être dus à des PE, de même que des problèmes neurologiques (Allen 

et al. 1997; Cocco 2002; Knower et al. 2014; Rezg et al. 2014). En ce qui concerne les 

troubles métaboliques tels que l’obésité ou le diabète, il semblerait exister un lien mais 

celui-ci n’est pas totalement avéré. 

1.1.2.2.2.5. Mélange des PE ou effet cocktail 

La toxicologie est traditionnellement fondée sur les travaux de Paracelse, médecin du 

16ème siècle, qui a observé que « rien n’est poison, tout est poison : seule la dose fait le 

poison ». D’après cette maxime, il est généralement admis que plus la dose d’une molécule 

ou substance est élevée, plus elle aura un effet toxique. Cette relation de dose-effet conduit 

donc logiquement à une progression linéaire. Cependant, cet adage ne peut pas s’appliquer 
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aux PE car ils ont la particularité d’avoir une action à très faible dose, inférieure à celles qui 

inquiètent habituellement les toxicologues (Nagel et al. 1997). De plus, plusieurs PE pris 

simultanément peuvent n’avoir aucun effet en eux-mêmes à faible dose sur une cellule ou 

un organisme mais devenir toxiques en combinaison avec d’autres PE auxquels l’organisme 

est exposé simultanément (Christiansen et al. 2009; Kortenkamp 2007). Cet effet cocktail est 

donc la conséquence d’effets additifs, synergiques ou antagonistes et ajoute un degré de 

complexité à la compréhension des mécanismes mis en jeu par les PE et leurs conséquences. 

Si un organisme est contaminé par plusieurs molécules à des doses sans effet pour chaque 

molécule prise séparément et que leur cible est la même, les conséquences de cette multi 

exposition seront très importantes et difficilement prédictibles. Il est donc très difficile 

d’évaluer l’impact d’une telle substance sur un organisme. 

Il est également important de noter qu’en plus de la diversité de propriétés physico-

chimiques des PE, il n’existe pas toujours de corrélation entre les effets exercés par un 

produit chimique et sa structure. Cette observation pourrait être due à une compréhension 

encore insuffisante des mécanismes d’actions des PE. 

Le problème posé par les PE et leur effet à faible dose ainsi que la problématique de la 

multi-exposition est soulevé dans deux saisines publiées par l’ANSES en 2011 et 2012 (2011-

SA-0237 et 2012-SA-0033) en se basant sur des résultats démontrés par le programme de 

recherche européen Cluster of Research on Endocrine Disruption in Europe. Ces avis mettent 

en avant que la relation dose-réponse des PE n’est pas linéaire mais en forme de « U » ou de 

« U inversé » et que les approches conventionnelles ne semblent pas être adaptées à leur 

évaluation. Pour toutes ces raisons, il semble donc difficile de se prononcer de manière 

générale sur la détermination d’une dose d’effet seuil pertinente d’un PE en particulier. 

Certains PE tels que le triclosan retrouvé dans les pesticides, ou le bisphénol A, peuvent 

se bioaccumuler au sein d’un organisme, ce qui a pour conséquence de les retrouver à des 

concentrations non négligeables (Chen et al. 2014; Kookana et al. 2013; Liu et al. 2011).Ces 

différentes notions rendent beaucoup plus difficile l’extrapolation des études in vitro à in 

vivo puis de l’in vivo  aux données expérimentales qui représentent une multi exposition 

réelle. 
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Lorsque l’on veut étudier les effets des PE chez l’Homme, il faut donc prendre en 

compte l’exposition de la population, ce qui inclut ses interactions avec l’environnement. Il 

est admis en toxicologie que le risque est dépendant de l’exposition et du danger. 

L’exposition est difficilement estimable en ce qui concerne les PE du fait de sa 

bioaccumulation, des expositions multiples et de l’effet cocktail entre autres. Il est donc 

nécessaire d’évaluer le danger afin de limiter le risque dans la population générale. Or, pour 

étudier le danger, il est nécessaire de mettre au point des biomarqueurs permettant 

d’évaluer les effets biologiques de PE. 

1.1.2.2.2.6. Fenêtre d’exposition aux PE 

La notion de fenêtre d’exposition correspond aux périodes de la vie qui sont considérées 

comme importantes et pour lesquelles une exposition aux PE peut avoir de graves 

conséquences. Les périodes de la vie les plus sensibles à une telle exposition sont la vie 

fœtale et la petite enfance. Une exposition in utero aux PE peut avoir de graves 

conséquences comme nous l’avons vu avec le cas du diethylstilbestrol prescrit aux femmes 

enceintes et ses effets dépendent du stade de développement en cours au moment de la 

contamination. Il parait intuitif que les fœtus soient particulièrement sensibles aux PE car 

leurs mécanismes de régulations ne sont pas encore assez développés pour compenser une 

telle exposition. En ce qui concerne la petite enfance, un enfant impubère apparait comme 

beaucoup plus sensible aux PE qu’un adulte ayant déjà terminé sa puberté et possédant déjà 

les mécanismes de régulation du système hormonal. La période fœtale et la petite enfance 

étant particulièrement sensibles à une exposition aux PE, les femmes enceintes et les jeunes 

enfants ont besoin d’une attention particulière à propos de l’évaluation du risque et de 

normes particulières afin de limiter leur exposition. 

Dans ce cadre, l’ANSES définit dans la saisine 2011-SA-02-37 du 7 juillet 2011 qu’il est 

urgent d’agir pour limiter l’exposition de la population, et notamment des populations 

sensibles telles que les femmes enceintes et les jeunes enfants afin de réduire les 

conséquences sanitaires, environnementales, économiques et sociales des PE. 
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1.1.2.2.2.7. Mécanismes d’action 

Les PE exercent leurs effets adverses en interférant avec le système endocrinien. Les PE 

perturbent les mécanismes de signalisation, de régulation et d’action physiologiques. Pour 

cela, ils exercent leur action à différents niveaux : ils peuvent mimer des hormones ou 

bloquer leur effet, ce qui sont les cas les plus décrits car connus depuis longtemps, mais ils 

peuvent aussi perturber la synthèse, le stockage, la libération, la sécrétion, le transport ou 

l’élimination des hormones (INSERM 2008; Swedenborg et al. 2009). 

Afin de moduler le système endocrinien, les PE agissent soit sur des voies médiées par 

des récepteurs nucléaires tels que les récepteurs aux hormones stéroïdes (androgènes, 

œstrogènes) ou à l’hormone thyroïdienne, soit par des voies n’impliquant pas de récepteur. 

La grande majorité des études actuelles porte sur la mécanistique impliquant les récepteurs 

et il en ressort que, dans la plupart des cas, les PE ont le rôle d’agoniste ou d’antagoniste sur 

ces récepteurs plutôt qu’une action de séquestration des hormones. 

1.1.2.2.2.7.1. Mécanismes impliquant des récepteurs : « voie 

génomique » et « voie rapide » 

Les mécanismes impliquant les récepteurs sont les voies les mieux décrites. Les 

récepteurs nucléaires les plus connus pour être modulés par les PE sont les récepteurs 

nucléaires aux stéroïdes, c’est-à-dire aux œstrogènes et aux androgènes. Il existe deux types 

de récepteurs aux œstrogènes ER (pour Estrogen Receptor), ERα et ERβ, qui lient 

naturellement les hormones oestrogéniques, c’est-à-dire l’œstradiol, l’œstrone et l’œstriol 

(Green et al. 1986; Mosselman et al. 1996; Nagel et al. 1997). En ce qui concerne les PE, 

différentes études ont mis en évidence que les phtalates par exemple se lient 

préférentiellement à ERα tandis que les phytoestrogènes lient ERβ (Boonchird et al. 2010; 

Cvoro et al. 2007). Concernant le récepteur aux androgènes AR (pour Androgen Receptor), il 

lie naturellement la testostérone mais aussi la dihydroxytestostérone et l’androstenedione. 

Lorsque l’hormone stéroïdienne entre dans la cellule, elle se fixe à son récepteur. Le 

récepteur se dimérise ensuite et s’associe à des cofacteurs pour se fixer à son élément de 

réponse sur l’ADN (respectivement ERE, Estrogen Response Element, et ARE, Androgen 

Response Element, pour ER et AR) et induire l’expression ou la répression de gènes cible 
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(Figure 6, partie gauche). La réponse biologique induite par cette voie d’activation dite 

« génomique » varie de l’ordre de la minute à quelques heures voire quelques jours 

(Norman et al. 2004). En revanche, il existe une autre voie d’activation dite « rapide » qui 

induit des réponses en quelques secondes voire quelques minutes Cette voie fait intervenir 

des récepteurs non classiques aux hormones stéroïdiennes associés à la membrane 

plasmique. Après liaison de l’hormone sur ces récepteurs, des voies de signalisations 

impliquant des seconds messagers tels que l’AMPc, le calcium ou l’activation de MAP kinases 

sont déclenchées (Figure 6, partie droite) (Losel et al. 2003; Nemere et al. 2003). 

 

 

Figure 6.Voies de signalisation impliquant des récepteurs : voie « génomique classique » à 

gauche et voie « rapide » à droite (D’après Norman et al., 2004) 
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La liaison d’un ligand sur un récepteur peut induire une réponse, c’est le cas des agonistes, 

qui peuvent être soit un ligand naturel du récepteur soit une molécule mimant ce ligand 

naturel, ou bloquer l’action du ligand naturel (antagoniste). Les récepteurs peuvent donc 

être activés ou inactivés par des molécules endogènes comme les hormones ou exogènes  

telles que les médicaments et les polluants. La majorité de l’action des PE passe par la liaison 

aux récepteurs nucléaires, notamment ER et AR mais aussi au récepteur à l’hormone 

thyroïdienne ou encore au récepteur PPARγ (Casals-Casas et al. 2008; Guo and Zhou 2013; 

Hu et al. 2012; Juberg et al. 2013). Une activation de ce dernier pourrait d’ailleurs avoir un 

impact dans de potentiels troubles métaboliques. 

1.1.2.2.2.7.2. Mécanismes n’impliquant pas de récepteurs 

En plus de pouvoir se lier aux récepteurs, les PE peuvent exercer leurs effets adverses en 

perturbant la synthèse ou le transport des hormones. C’est le cas par exemple 

du dichlorodiphényltrichloroéthane qui cible une enzyme de métabolisation des hormones 

stéroïdiennes, le cytochrome P450 aromatase ou CYP19 qui convertit les androgènes en 

œstrogènes (Cheshenko et al. 2008). Ce cytochrome est actuellement le plus étudié dans les 

études menées sur les PE et fait partie entre autres de la batterie de test de screening du 

programme de criblage de PE de l’United State Environmental Protection Agency. 

Un autre mode de perturbation endocrinienne est le ciblage des protéines de transport 

des hormones dans le sang. En effet, les hormones n’agissent pas toujours sur leur lieu de 

synthèse. Par exemple, la sex hormone-binding globulin à forte affinité permet de 

transporter les hormones stéroïdes tandis que la transthyrétine transporte l’hormone 

thyroïdienne. Il a d’ailleurs été montré que les polychlorobiphényles prenaient la place de 

l’hormone thyroïdienne sur cette protéine de transport, perturbant ainsi son transport 

(Cheek et al. 1999; Lans et al. 1994; Rickenbacher et al. 1986) 

1.1.2.2.2.8. Modèles d’étude des perturbateurs endocriniens in vitro 

Depuis que l’évaluation des effets des PE est devenue une priorité d’envergure 

internationale, des modèles d’étude se sont développés, notamment les modèles in vitro, 

avec et sans cellules. Ces tests s’intéressent à différents aspects de la perturbation 

endocrinienne, de la liaison d’un PE aux récepteurs stéroïdiens à la prolifération sous 
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contrôle oestrogénique en passant par la synthèse d’hormone. Il existe un test biochimique 

in vitro, sans cellules et donc peu coûteux, qui permet d’évaluer l’affinité d’une molécule 

pour un récepteur (de Jong et al. 2005). Ce test évalue la liaison d’une molécule aux 

récepteurs stéroïdiens ER et AR (Ohno et al. 2002). Les récepteurs peuvent être naturels, 

obtenus à partir d’extraits cellulaires, ou recombinants, obtenus à partir de bactéries (Helbo 

et al. 1994; Scippo et al. 2002; Scippo et al. 2004a). Le test de liaison ou « Binding Assay » a 

permis de montrer que de nombreux xénobiotiques ont la capacité de se fixer à ER et AR 

(Akahori et al. 2008). Il permet de mesurer une affinité relative d’une molécule étudiée par 

rapport à un ligand naturel, par exemple le 17-β œstradiol pour ER, mais pas de différencier 

un potentiel effet agoniste ou antagoniste. De plus, ces tests permettent d’étudier des effets 

PE sur les récepteurs ERα principalement mais pas sur les récepteurs ERβ, qui sont pourtant 

la cible d’extraits végétaux pouvant avoir un effet PE. 

Afin d’étudier plus en détail les effets d’une substance, un test basé sur l’utilisation d’un 

gène rapporteur est également couramment utilisé. Il utilise des lignées cellulaires 

génétiquement modifiées exprimant un gène rapporteur, généralement la luciférase, sous le 

contrôle d’un élément de réponse au complexe ligand-récepteur (Figure 7). Lorsque le 

récepteur est activé par la liaison du ligand, il se fixe sur l’élément de réponse et induit 

l’expression de la luciférase. L’expression de ce rapporteur est ensuite évaluée par la mesure 

de la luminescence de la luciférase dans les extraits cellulaires totaux après ajout de 

substrats adéquats. Les molécules à effet agonistes augmentent le signal détecté tandis que 

les molécules antagonistes le diminuent. Cette technique permet de mettre en évidence un 

effet œstrogénique ou anti-œstrogénique mais aussi androgénique ou anti-androgénique 

selon le récepteur aux stéroïdes utilisé et l’élément de réponse. Il évalue également 

d’éventuels effets synergiques d’un mélange de substances en comparant l’activité du 

mélange à celle de chaque composant pris séparément (Scippo and Maghuin-Rogister 2007). 

Ce test est largement utilisé à l’heure actuelle pour étudier les hormones stéroïdes et les 

dioxines entre autres (Scippo et al. 2004b; Scippo et al. 2006; Willemsen et al. 2002; 

Willemsen et al. 2004). 
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Figure 7. Schéma représentant le principe de la technique du gène rapporteur     

(Paguio et al. 2010). 

 

Le test Yeast Estrogen Screen, ou test YES, est également un test largement utilisé pour 

déterminer les effets œstrogéniques ou anti-œstrogéniques de molécules. Le principe de ce 

test est basé sur la technique du gène rapporteur, tout comme le test précédent. 

Cependant, le modèle est différent car le test fait intervenir un autre modèle biologique : la 

levure Saccharomyces cerevisiae. Dans ce cas, la levure est génétiquement modifiée pour 

exprimer le récepteur humain aux œstrogènes et est transfectée par un plasmide contenant 

le gène codant pour LacZ sous le contrôle d’un promoteur et de l’élément de réponse aux 

œstrogènes ERE. Selon un mécanisme similaire au test précédent, la fixation d’une molécule 

à effet oestrogénique sur l’ER humain exprimé par la levure entraîne la transcription du gène 

rapporteur LacZ qui code la β-galactosidase (Figure 8). Cette protéine est une enzyme 

catalysant une réaction colorimétrique après ajout de substrat adéquat dont le changement 

de couleur peut être mesuré et est dépendant de l’activité œstrogénique de la molécule 

testée. Ce test permet donc de mettre en évidence aussi bien des effets œstrogéniques 

qu’anti-œstrogéniques et est utilisé pour tester les effets PE de diverses substances ou 

mélanges : parabènes, bisphénol A, genistéine, phtalates (Bazin et al. 2013; Dhooge et al. 

2006; Ramireza et al. 2014). De plus, le même principe de test est utilisé afin de mettre en 
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évidence les propriétés androgéniques ou anti-androgéniques de substances par le test 

Yeast Androgen Screen YAS dans lequel la levure exprime l’AR humain (Fang et al. 2012; Ma 

et al. 2014). 

 

 

Figure 8. Schéma représentant le principe du test YES (Bazin et al. 2013). 

 

Un autre type de test utilisé pour détecter un effet œstrogénique ou anti-œstrogénique 

est le test E-screen. Ce test est basé sur la capacité de prolifération des cellules MCF-7, une 

lignée de cellules de cancer du sein qui possède la propriété de proliférer sous l’action 

d’œstrogènes naturels (Soto et al. 1992; Villalobos et al. 1995). Lorsque les cellules sont 

incubées avec un PE ayant un effet oestrogénique tel que le bisphénol A ou le 

diethylstilbestrol, les cellules de la lignée MCF-7 tendent à proliférer plus qu’en absence de 

PE (Folmar et al. 2002; Schafer et al. 1999). 
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L’étape finale de la biosynthèse des œstrogènes fait intervenir le cytochrome P450 

aromatase, codé par le gène CYP19, pour convertir de manière irréversible les androgènes 

en œstrogènes. Il s’agit de l’enzyme qui a reçu le plus d’attention quant à sa modulation par 

les polluants environnementaux (Chen 2002). La modulation de l’expression et de la fonction 

de l’aromatase peut donc avoir des effets importants sur la reproduction, notamment en 

induisant des ovaires kystiques, un hypogonadisme ou une anomalie des spermatozoïdes 

voire une infertilité (Carani et al. 2002; Carani et al. 2005; Jones et al. 2007; O'Donnell et al. 

2001; Simpson et al. 2002). Certains PE tels que les phytoestrogènes ou les fongicides 

peuvent affecter l’expression ou l’activité de l’aromatase (Edmunds et al. 2005; Quignot et 

al. 2012). Un test a donc été développé afin de détecter une interférence des PE avec 

l’activité de l’aromatase. Il s’agit d’utiliser des microsomes contenant l’aromatase 

recombinante humaine et le cytochrome P450 réductase. Ce test mesure la conversion des 

androgènes en œstrogènes dans les microsomes. Un substrat radioactif (3H-

androstenedione) et du NADPH sont ajoutés aux microsomes. De l’eau tritiée 3H2O est 

relarguée lors de la conversion de l’androstenedione en œstrone et est directement reliée à 

l’activité de l’aromatase (UnitedStatesEnvironmentalProtectionAgency 2009). Du fait des 

contraintes liées à l’obtention d’autorisation nécessaires pour la manipulation de la 

radioactivité, ce test ne peut pas être réalisé par tous les laboratoires. 

Il existe un autre test permettant d’évaluer la stéroïdogenèse. Ce test utilise la lignée 

cellulaire humaine rénale H295 qui exprime toutes les enzymes clés de la stéroïdogenèse et 

consiste en le dosage des hormones stéroïdes, œstradiol et testostérone (Gracia et al. 2006; 

Hecker et al. 2006; Hecker and Giesy 2008). 

Les tests décrits ci-dessus sont utilisés dans les différents programmes de recherche 

dont le programme de recherche sur les PE Endocrine Disruptor Screening Program de l’US 

EPA. Ils servent actuellement à l’évaluation des substances présentes sur la liste TIER 1 de ce 

projet. Parmi ce panel de tests in vitro, il est à noter que les plus couramment utilisés 

s’intéressent à la liaison d’une substance sur un récepteur ou à son activité œstrogénique ou 

androgénique mais peu de tests sont réalisés sur la sécrétion hormonale, qui est pourtant 

une étape importante dans les mécanismes de perturbation endocrinienne. Il parait donc 

important de compléter cet ensemble de tests d’évaluation du caractère PE de substances 
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par le développement de tests complémentaires in vitro sur cellules permettant le dosage 

des hormones non stéroïdiennes dans le milieu extracellulaire. 

1.1.3. Modèles d’étude du placenta humain 

Le placenta discoïde, hémochorial et décidual, est spécifique de l’espèce humaine, des 

singes et des rongeurs (Leiser and Kaufmann 1994). Cependant, le placenta humain possède 

d’autres caractéristiques communes avec celui des singes mais différentes de celui des 

rongeurs et plus particulièrement du modèle murin tant du point de vue structural que 

fonctionnel. Parmi les différences notables, le placenta murin est hémotrichorial, c’est-à-dire 

que la circulation maternelle et la circulation fœtale sont séparées par deux couches de 

syncytium et une couche de cytotrophoblastes tandis que le placenta humain est 

hémomonochorial, c’est-à-dire qu’à terme les deux circulations sont séparées par une 

couche unique de syncytium (Rossant and Cross 2001). De plus, le placenta des rongeurs 

possède un seul cotylédon, la structure regroupant les villosités, alors que le placenta 

humain est multicotylédonnaire, et la surface d’échange entre les circulations maternelle et 

fœtale est beaucoup plus développée chez l’homme que chez le rongeur grâce à des 

villosités plus arborisées et la présence de microvillosités à la surface des cellules du 

syncytium. Le rongeur n’est donc pas un bon modèle d’étude du placenta humain ; quant au 

singe, son utilisation en laboratoire est très réglementée et restreinte pour des raisons 

éthiques et économiques. Le placenta humain est un organe difficile à obtenir pour réaliser 

des études expérimentales pour d’évidentes raisons éthiques. C’est pourquoi des modèles in 

vitro ont été mis au point. 

1.1.3.1. Culture d’explants villositaires 

La culture d’explants consiste à obtenir des fragments de 1 à 2 mm3 à partir d’une 

villosité choriale. Les fragments ainsi obtenus sont soit mis en culture sur une matrice de 

Matrigel, de collagène de type I ou au contact d’un fragment de décidue, soit incubés dans 

des milieux physiologiques ou des milieux de culture. Dans ce dernier cas, l’intégrité de la 

villosité est rapidement altérée. Lorsque la villosité est incubée sur une matrice ou avec un 

fragment de décidue, l’explant est viable plus longtemps. Des cellules de type épithélial 

apparaissent à l’extrémité de la villosité et expriment les marqueurs de trophoblastes 
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extravilleux décrits in situ ; ce modèle permet donc d’étudier le comportement des 

cytotrophoblastes extravilleux dans un contexte relativement proche de la physiologie(Aplin 

et al. 1999).La technique de culture d’explants villositaires a tout d’abord été utilisée afin 

d’étudier différents aspects de l’interface fœto-maternelle : le transport placentaire, le 

métabolisme et la fonction endocrine du placenta(Miller et al. 2005). Plus récemment, cette 

technique a également été utilisée pour décrire les phénomènes de prolifération cellulaire et 

de différenciation au cours de la grossesse. 

1.1.3.2. Culture primaire de trophoblastes 

1.1.3.2.1. Cytotrophoblastes villeux 

Les cytotrophoblastes villeux sont obtenus par digestions enzymatiques séquentielles 

des villosités placentaires. Cette technique a été mise au point à partir de placentas à terme 

et du deuxième trimestre (Alsat et al. 1991; Kliman et al. 1986). L’utilisation d’un gradient de 

Percoll permet de séparer les cellules en fonction de leur densité puis les cytotrophoblastes 

villeux sont ensemencés en boîtes de culture. Ils peuvent ensuite s’agréger dans les 

premières 24 heures puis fusionner afin de former des syncytiotrophoblastes. Le syncytium 

ainsi formé exprime des hormones spécifiques telles que l’hCG, l’hPL, la progestérone et 

l’œstradiol. 

1.1.3.2.2. Cytotrophoblastes extravilleux 

Les cytotrophoblastes extravilleux proviennent de villosités chorioniques crampon du 

premier trimestre préalablement disséquées. Après digestion enzymatique douce et 

séquentielle par de la trypsine et de la DNAse de type IV, les cellules des villosités sont 

séparées sur gradient de Percoll puis ensemencées en monocouche sur une matrice de 

Matrigel, laminine ou fibronectine (Cartwright et al. 2002; Harris et al. 2008; Tarrade et al. 

2001). La digestion enzymatique pour récupérer les cytotrophoblastes extravilleux est plus 

douce que pour les cytotrophoblastes villeux (Tarrade et al. 2002). La pureté de la 

préparation dépendant de différents facteurs (origine, qualité, temps d’action des enzymes) 

une estimation du taux de contamination par des cellules mésenchymateuses est préconisée 

pour chaque préparation (Frank et al. 2000). 
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1.1.3.3. Les lignées cellulaires trophoblastiques 

De nombreuses études ont été réalisées sur des lignées cellulaires trophoblastiques 

Elles représentent une approche plus facile d’accès pour mener des études de biologie 

cellulaire, fonctionnelle et d’endocrinologie.  

1.1.3.3.1. Les lignées cellulaires tumorales 

Les choriocarcinomes sont des tumeurs malignes d’origine trophoblastique comme nous 

l’avons vu précédemment dans le chapitre sur l’hyperplasie trophoblastique des villosités. 

Des lignées issues de choriocarcinomes ont été établies. Elles possèdent les caractéristiques 

de cellules trophoblastiques mais également une capacité proliférative accrue et sont 

couramment utilisées comme modèle d’étude des trophoblastes pour leur capacité 

endocrine. 

Différentes lignées ont été mises au point à partir des choriocarcinomes: les BeWo, les 

JEG-3 et les JAR. Ces trois lignées aneuploïdes ont gardé certaines propriétés des cellules 

trophoblastiques, notamment la sécrétion d’hCG, d’hPL ou de progestérone. La lignée BeWo 

est la première lignée trophoblastique ayant été isolée (Pattillo and Gey 1968). Elle possède 

le même profil ADN que la lignée JEG-3 qui en est un clone particulier ; toutes deux sont des 

cellules mononucléées. La lignée BeWo est couramment utilisée afin d’étudier les 

mécanismes de fusion cellulaire, de par sa capacité à fusionner en présence d’AMP cyclique 

ou de forskoline, à l’inverse des cellules de la lignée JEG-3 qui ne fusionnent pas (Wice et al. 

1990). Les JAR quant à elles ont été obtenues par mise en culture directe de cellules 

obtenues à partir d’une biopsie de choriocarcinome (Pattillo et al. 1971). Ces trois lignées 

sont également largement utilisées pour étudier l’invasion cellulaire. Même s’ils sont des 

modèles faciles d’accès, les choriocarcinomes ne permettent pas une approche satisfaisante 

des fonctions physiologiques spécifiques à chaque population de cytotrophoblastes mais 

pourraient être de bons modèles d’étude en ce qui concerne l’approche toxicologique. 

1.1.3.3.2. Les lignées cellulaires immortalisées 

Certaines lignées cellulaires proviennent de la transformation spontanée des cellules au 

cours de la culture, telles que la lignée HTR-8 (Irving et al. 1995). Cependant, dans de très 
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nombreux cas, ces lignées résultent de la transfection de gènes immortalisants grand T et 

petit t du virus simien SV40. C’est notamment le cas des lignées HIPEC65 (Pavan et al. 2003), 

HTR-8/SVneo, RSVT2, RSVT2/C (Graham et al. 1993; Khoo et al. 1998), SGHPL-4, SGHPL-5 

(Choy and Manyonda 1998), SPA-26 (Logan et al. 1992), Swan 71 (Aplin et al. 2006), TCL-1 

(Wice et al. 1990) et TEV-1 (HC Feng et al. 2005). 

Il est important de définir des marqueurs de cytotrophoblaste extravilleux afin de 

justifier l’utilisation de ces lignées. En effet, l’immortalisation des cellules peut conduire à la 

perte de certaines caractéristiques phénotypiques et les lignées ainsi obtenues peuvent être 

totalement différentes de la cellule d’origine. Dans ce but, le Groupe Européen sur le 

Placenta a déterminé certains marqueurs : la cytokératine CK7, l’Human Leucocyte Antigen 

HLA-G et le cluster de différenciation CD9. En effet, CK7 est un marqueur des 

cytotrophoblastes et CD9 et HLA-G sont spécifiques des trophoblastes extravilleux (King et 

al. 2000). Cependant, toutes ces lignées n’expriment pas tous les marqueurs et la détection 

d’autres marqueurs tels que les intégrines ou des hormones placentaires semble nécessaire 

à la caractérisation de ces lignées trophoblastiques (Manyonda et al. 2001). Il est de plus 

important de noter qu’un nouveau marqueur de caractérisation du cytotrophoblaste 

extravilleux a été récemment utilisé et qu’il n’est exprimé par aucune des lignées cellulaires 

immortalisées testées (HTR8/SVneo, Swan71 et TEV-1). Cette donnée remet donc en cause 

l’utilisation de ces lignées comme modèle d’invasion trophoblastique (Apps et al. 2009). 
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1.2. MICROPOLLUANTS 

1.2.1. Le phtalate de bis(2-éthylhexyle), polluant de synthèse 

1.2.1.1. Définition et exemples d’utilisation 

Les phtalates, ou acides phtaliques, sont utilisés comme plastifiants dans l’industrie, et 

plus particulièrement avec le PVC afin d’en améliorer la souplesse. Le phtalate le plus 

couramment utilisé, de par son fort pouvoir assouplissant et son faible coup, est le phtalate 

de bis(2-éthylhexyle) ou DEHP (Figure 9).  

 

 

Figure 9. Formule chimique du DEHP 

 

Le DEHP a une large gamme d’utilisations. Il est retrouvé entre autres dans les produits 

cosmétiques, aérosols (parfums), colles, peintures,  vernis, barquettes alimentaires, gants en 

plastiques, mais également dans les dispositifs médicaux où il entre pour plus de 50% dans la 

composition des plastiques à usage médical. 

Il est utilisé pour ses propriétés plastifiantes ; il est combiné par voie thermique au PVC 

pour former le PVC plastifié. Au sein du PVC, le DEHP est faiblement lié à la matrice, ce qui 

confère une structure souple. N’ayant pas de liaison covalente, le DEHP peut facilement 

migrer hors du PVC, d’autant plus dans les produits à forte affinité, comme les aliments gras 

ou le sang.  
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1.2.1.2. Voies d’exposition 

La principale voie d’exposition au DEHP est la voie digestive, par l’ingestion d’aliments 

ayant été au contact avec des emballages contenant le DEHP (Anderson et al. 2001; Fromme 

et al. 2007). En effet, celui-ci étant faiblement lié à ses polymères de la matrice, il peut 

migrer du contenant au contenu, notamment si le contenu est gras, comme c’est le cas par 

exemple des aliments gras tels que le fromage ou la viande ou en cas de chauffe de 

l’emballage. De plus, les jeunes enfants sont plus particulièrement vulnérables en 

comparaison aux adultes. Leur exposition moyenne est estimée de 3 à 5 fois supérieure à 

celle des adultes (INSERM 2011), du fait de leur réflexe à porter à la bouche les jouets et 

objets mais également car ils ingèrent une plus grande quantité de nourriture rapportée à 

leur poids comparativement à un adulte. 

Le DEHP étant présent dans les produits cosmétiques, une seconde voie d’exposition au 

DEHP est la voie cutanée. 

Une autre voie importante à prendre en compte est la voie intraveineuse, qui concerne 

une certaine catégorie de population. En effet, les dispositifs médicaux en PVC souple tels 

que les lignes et poches de perfusion, drains, voies d’abord veineuses ou artérielle et 

cathéters, contiennent du DEHP qui peut se détacher de la matrice et migrer dans le sang. 

Les personnes à risque face à cette voie d’exposition sont entre autres les déficients rénaux 

ayant régulièrement recours à la dialyse et les personnes subissant une hospitalisation 

longue durant laquelle l’organisme est en contact avec des poches de sang ou des sondes 

intraveineuses. Il ne faut pas non plus négliger les femmes enceintes hospitalisées chez qui 

le DEHP peut atteindre le fœtus. Les bébés hospitalisés sont également fortement exposés 

au DEHP présent dans les tubulures et autres dispositifs médicaux, de par la grande quantité 

de DEHP relarguée par rapport à leur poids (Calafat et al. 2004; Green et al. 2005; Weuve et 

al. 2006). L’European Chemicals Bureau a estimé en 2008, que l’exposition au DEHP pouvait 

atteindre 3000μg/kg/j chez les adultes hémodialysés et 1700 μg/kg/j chez des nouveau-nés 

transfusés, soit près de 20 à 80 fois la dose de référence (Barbier 2011b). 

La voie respiratoire est une voie d’exposition non prépondérante en ce qui concerne le 

DEHP. En effet, bien qu’il soit présent dans des produits tels que les parfums ou peintures, le 
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DEHP est très peu volatile et l’exposition par inhalation est mineure comparativement aux 

autres voies d’exposition. 

1.2.1.3. Métabolisme 

Après avoir pénétré dans l’organisme, le DEHP est rapidement hydrolysé par des lipases 

présentes dans au niveau du foie, de l’intestin, des poumons, des reins, de la peau, des tissus 

adipeux et du pancréas, en son métabolite principal, le MEHP (Daniel and Bratt 1974; Koch 

and Calafat 2009) (Figure 10). Celui-ci subit ensuite des oxydations de la chaîne lipophile 

aliphatique puis ces composés sont glucoronidés avant d’être éliminés. Les métabolites du 

DEHP sont excrétés dans les fèces et les urines (Green et al. 2005; Silva et al. 2006). Ils 

peuvent d’ailleurs être couramment dosés dans les urines en tant que biomarqueurs 

d’exposition au DEHP (Barr et al. 2003; Kato et al. 2004). Les métabolites sont également 

retrouvés dans le lait maternel (Fromme et al. 2011). De plus, certaines études ont mis en 

évidence qu’il peuvent également passer la barrière placentaire (Mose et al. 2007a; Mose et 

al. 2007b) et sont détectables dans le cordon ombilical à des concentrations de l’ordre du 

micromolaire (YJ Huang et al. 2014; Latini et al. 2003; YH Zhang et al. 2009). 
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Figure 10. Métabolisation simplifiée du DEHP 

1.2.1.4. Effets connus 

1.2.1.4.1. Effets physiologiques recensés 

Divers effets du DEHP et de ces métabolites ont étés mis en évidence chez l’animal mais 

aussi chez l’Homme.  

Les études ont tout d’abord démontré des effets chez le rat après des doses répétées de 

phtalate. Elles ont montré une néphrotoxicité, cardiotoxicité, hépatotoxicité (prolifération 

des péroxysomes, apparition de tumeurs hépatiques) mais également des altérations du 

système reproducteur mâle(baisse de la fertilité, atrophies testiculaires, poids fœtaux 

réduits, mortalité fœtale, malformations...) (INRS 2004) ainsi qu’une baisse de la fertilité 

chez le mâle et la femelle et des effets anti-androgéniques (ouverture vaginale, séparation 

du prépuce, non régression des mamelons, hypospadias, diminution de la sécrétion de 

testostérone par les cellules de Leydig) (Akingbemi et al. 2001; INRS 2010). 

Des études réalisées chez l’Homme ou sur des modèles humains ont ensuite permis de 

mettre en évidence que le DEHP et ses métabolites ont également des effets adverses chez 
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l’Homme. Notamment, Lambrot a par exemple montré que le DEHP induit la disparition de 

40% des cellules germinales fœtales sur un modèle de développement de testicule in vitro 

(Lambrot et al. 2009). De plus, une exposition in utero au DEHP est associée à une distance 

ano-génitale diminuée, une taille de pénis réduite et une descente des testicules incomplète 

chez des petits garçons  examinés à 1 an mais également à un risque de naissance 

prématurée (Ferguson et al. 2014b; Swan 2008). 

Ces données sur les effets adverses induits par le DEHP et ses métabolites 

principalement sur la reproduction ont permis de conclure à l’effet PE exercé par le DEHP. 

Plus précisément, l’effet  de perturbation endocrinienne induit par le DEHP a été montré 

comme étant anti-androgénique. En effet, Stroheker et al. ont montré en 2005 sur une 

lignée cellulaire transfectée avec le gène rapporteur de la luciférase que le MEHP exerce un 

effet anti-oestrogénique (Stroheker et al. 2005). L’utilisation de rats exposés in utero au 

DEHP a mis en évidence que leur taux de testostérone était diminué mais que l’apport 

exogène de testostérone chez ces rats permettait de rétablir le taux d’hormone lutéïnisante 

qui était jusqu’alors déficient et par conséquent de conclure à l’effet anti-androgénique du 

DEHP (Carbone et al. 2013). 

1.2.1.4.2. Altérations cellulaires et moléculaires 

1.2.1.4.2.1. Apoptose, stress oxydant et altérations mitochondriales 

De nombreuses études ont montré que le DEHP ou ses métabolites induisent des 

mécanismes apoptotiques, de stress oxydant ou des altérations touchant la mitochondrie 

sur différents modèles et lignées cellulaires. En particulier, Ban et al. ont montré que la 

lignée de cellules de veine ombilicale HUVEC est particulièrement sensible au MEHP. Ce 

dernier induit entre autres de l’apoptose caspase dépendante ainsi que du stress oxydant 

impliquant une augmentation du niveau de malonyldialdéhyde et une diminution du niveau 

de glutathion, mais aussi des altérations mitochondriales telles qu’une diminution du 

potentiel transmembranaire mitochondrial (Ban et al. 2014). De plus, sur un modèle in vivo 

de rats exposés in utero, les cellules des tubes séminifères montrent un profil apoptotique, 

de même que les cellules germinales (Borch et al. 2005). 
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1.2.1.4.2.2. Interactions avec PPARγ 

Des études ont montré un lien entre le DEHP et le Peroxisome Proliferator Activated 

Receptor gamma, PPARγ. 

Les PPARs appartiennent à la superfamille des récepteurs nucléaires aux hormones qui 

inclut les récepteurs des rétinoïdes (RAR), des hormones stéroïdiennes (ER, AR) ou des 

hormones thyroïdiennes (THR) entre autres mais aussi des récepteurs orphelins tels que 

COUP-TF ou HNF-4 (Laudet et al. 1992). Les PPARs tirent leur nom de leur capacité à induire 

la prolifération des péroxysomes après activation (Issemann and Green 1990). Cependant, 

d’autres études ont depuis montré qu’ils contrôlent l’expression de gènes impliqués dans le 

métabolisme lipidique et l’homéostasie glucidique mais ils interviennent aussi dans 

l’invasion trophoblastique (Fournier et al. 2002) et de nombreux processus cellulaires tels 

que l’apoptose, la prolifération ou l’inflammation. 

Trois types de récepteurs nucléaires PPARs codés par trois gènes différents existent : 

PPARα (NR1C1), PPARβ ou δ (NR1C2) et PPARγ (NR1C3). Ils sont respectivement localisés sur 

les chromosomes 22, 6 et 3 chez l’Homme (Greene et al. 1995; Sher et al. 1993; Yoshikawa 

et al. 1996). Le récepteur PPARγ possède différents domaines, tout comme les récepteurs 

nucléaires en général : 

• Une région A/B activatrice indépendante du ligand qui est le site de phosphorylations 

régulant l’activité du récepteur 

• La région C de fixation à l’ADN, responsable de la reconnaissance avec la séquence 

nucléotidique cible située dans les promoteurs de gènes cible : le PPAR Response 

Element PPRE 

• La région charnière D de localisation nucléaire et d’interaction avec les co-facteurs 

• La région E/F de liaison avec le ligand, qui contient une large poche hydrophobe 

pouvant accueillir de nombreux ligands lipophiles (Figure 11). 
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Figure 11. Structure générale du récepteur PPARγ (Fournier et al. 2007). 

 

Parmi les ligands de PPARγ, on retrouve de petites molécules lipophiles comme les 

acides gras à chaîne moyenne et longue et les eïcosanoïdes, tels que l’acide arachidonique 

ou la 15-deoxy-Δ12,14-prostagandine J2 mais aussi des ligands synthétiques telles la 

rosiglitazone ou la troglitazone (Figure 12). Après activation par un ligand, PPARγ se lie au 

PPRE sous forme d’hétérodimère avec le récepteur à l’acide rétinoïque 9-cis, RXR, son 

partenaire exclusif pour moduler l’expression de gènes cible.  

 

 

Figure 12.Ligands naturels, agonistes synthétiques et antagonistes de PPARγ (Fournier 

et al. 2007). 
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Il a été montré que, chez le rat, l’exposition de testicules à du DEHP induit une 

augmentation de l’expression de la protéine PPARγ (Bhattacharya et al. 2005; Ryu et al. 

2007), de même que l’exposition de cellules de la granulosa (Ernst et al. 2014). De plus, le 

MEHP est un ligand exogène de PPARγ comme l’ont démontré Hurst et Waxman dans des 

tests de liaison au récepteur et des tests de gène rapporteur (Hurst and Waxman 2003; 

Maloney and Waxman 1999). Il a également été montré que le MEHP active directement ce 

récepteur afin de promouvoir l’adipogenèse (Feige et al. 2007) ou d’inhiber la prolifération 

et induire l’apoptose selon le modèle cellulaire (Schlezinger et al. 2004). Ainsi, il semblerait 

que PPARγ joue un rôle important dans la médiation des effets du DEHP. 

1.2.1.5. Réglementation concernant l’utilisation du DEHP 

Le DEHP est depuis quelques années classé reprotoxique de catégorie 2, c’est-à-dire 

« Substance suspectée d'être toxique pour la reproduction humaine » et PE de catégorie 1 

ou PE avéré. Ses effets seraient principalement dus à son principal métabolite, le mono-(2-

ethylhexyl) phtalate (MEHP) (Tomita et al. 1982; Tomita et al. 1986). 

L’exposition humaine aux phtalates est importante et croît régulièrement du fait de la 

très large utilisation de ces composés. L’exposition réelle étant difficile à évaluer de par la 

diversité des sources et voies d’exposition aux phtalates, des normes et directives sont 

régulièrement mises en place et mises à jour afin de limiter l’exposition des populations. 

La principale voie d’exposition au DEHP pour la population générale étant la voie orale 

suite à un contact avec des aliments gras, la directive 2007/19/CE a interdit son usage pour 

les plastiques en contact avec ce type d’aliments et impose des limites de migration 

spécifiques dans toutes les autres applications alimentaires. 

En ce qui concerne l’exposition cutanée par les cosmétiques, elle est réglementée par le 

règlement 1223/2009 du Parlement Européen qui interdit depuis 2010 l’utilisation dans les 

produits cosmétiques de substances classées cancérogènes et/ou mutagènes et/ou toxiques 

pour la reproduction (CMR) de catégorie 1 ou 2, parmi lesquelles le DEHP. Toutefois, ce 

règlement prévoit l’autorisation de l’emploi des substances classées CMR de catégorie 2 

lorsque, au vu de l’exposition et de la concentration, elles sont considérées comme sûres 
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pour une utilisation dans les produits cosmétiques par le Comité Scientifique Européen pour 

la Sécurité des Consommateurs. 

Jusqu’à présent, la directive 2007/47/CE imposait aux fabricants de dispositifs médicaux 

« destinés à administrer dans l’organisme et/ou à retirer de l’organisme des médicaments, 

des liquides biologiques ou autres substances, ou des dispositifs destinés au transport et au 

stockage de ces liquides ou substances » contentant des phtalates classés CMR de catégorie 

1 ou 2  d’étiqueter spécifiquement ces dispositifs médicaux, de justifier l’utilisation de cette 

substance, d’indiquer dans la notice d’information les éventuels risques et de prendre des 

mesures de précautions appropriées si les dispositifs médicaux sont destinés aux enfants ou 

femmes enceintes ou allaitantes (The European Parliament and the Council of the European 

Union 2007). En supplément de ces mesures entrées en vigueur depuis 2010 et afin de 

protéger au mieux les populations à risque, l’article LS214-1 de la loi 2012-1442 votée par le 

sénat interdit spécifiquement l’utilisation du DEHP dans les dispositifs médicaux en 

pédiatrie, services de néonatalogie et maternité à partir du 1er juillet 2015. 

De plus, afin de limiter plus encore l’exposition des enfants, la directive européenne 

2005/84/EC interdit depuis 2005 l’utilisation des phtalates dans les jouets et objets de 

puériculture susceptibles d’être portés à la bouche par les enfants de moins de trois ans. 

 

1.2.2. Le benzo(a)pyrène, polluant naturel 

1.2.2.1. Origine 

Le benzo[a]pyrène(BaP) appartient à la famille des hydrocarbures aromatiques 

polycycliques. Il est composé de cinq cycles aromatiques (figure 13). Le BaP est omniprésent 

dans l’environnement puisqu’ il provient de la combustion incomplète de différentes sources 

organiques, naturelles ou anthropiques. Les feux de forêt, la combustion du charbon ou du 

pétrole font partie des sources naturelles (Council 1983). Les activités de l’Homme 

notamment les émissions automobiles, incinérations, chauffage domestique, fumée de 

tabac, mode de cuisson des aliments (Phillips 1999), conduisent à la combustion des sources 

anthropiques. 
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Figure 13. Formule chimique du BaP 

 

1.2.2.2. Voies d’exposition 

La principale voie d’exposition au BaP est la voie respiratoire, du fait du tabagisme et 

de la pollution atmosphérique. Son absorption est rapide mais dépend de la forme sous 

laquelle le BaP est inhalé et plus particulièrement de la taille des particules sur lesquelles il 

est adsorbé. L’exposition à la fumée de tabac chez les femmes enceintes a suscité de 

nombreuses études concernant d’une contamination potentielle du fœtus via le placenta 

(Karttunen et al. 2010; Rossner et al. 2009; Sanyal and Li 2007; Topinka et al. 2009). Ces 

dernières ont montré que le BaP présent dans la circulation maternelle peut passer la 

barrière placentaire et atteindre le compartiment fœtal. 

Le BaP étant hautement lipophile, il peut aussi s’accumuler fortement dans les 

aliments, par dépôt atmosphérique (végétaux), accumulation dans les espèces animales 

(viandes, poissons) ou au cours de la transformation de produits tels que les viandes et 

poissons grillés lors de la cuisson. La voie digestive est donc une autre voie d’exposition à 

prendre en compte en ce qui concerne le BaP. Dans ce cas encore, le BaP est rapidement 

absorbé au sein de l’organisme par cette voie. 

L’exposition par voie cutanée est quant à elle relativement restreinte. 

La diffusion du BaP au sein de l’organisme a lieu très rapidement après exposition. Il 

est retrouvé en quelques minutes dans les organes et tissus bien irrigués (Tyrer et al. 1981). 

Le BaP étant très liposoluble, il peut être stocké dans les glandes mammaires et autres 
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organes riches en graisses pour ensuite être progressivement relargué dans la circulation 

sanguine. De plus, des études ont montré que le BaP passe la barrière placentaire et est 

retrouvé du côté fœtal, dans le cordon ombilical (Guo et al. 2012; Tomatis 1973). 

1.2.2.3. Métabolisme et conséquences 

Lorsque le BaP entre dans la cellule, il se lie à son récepteur, le récepteur aux aryl 

hydrocarbones AhR. L’AhR est un récepteur nucléaire capable de lier des ligands exogènes 

tels que les hydrocarbures aromatiques polycycliques, les flavonoïdes ou le resvératrol, mais 

également des ligands endogènes tels que le 7-kétocholestérol, un produit spontané 

d’oxydation du cholestérol, ou la bilirubine (Billiard et al. 2002; Casper et al. 1999; Savouret 

et al. 2001; Zhang et al. 2003). La liaison de ligand sur le récepteur à l’AhR localisé dans le 

cytoplasme entraine sa translocation dans le noyau puis sa liaison à la protéine Aryl 

Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator. Le complexe ainsi formé se lie à l’élément de 

réponse aux xénobiotiques XRE dans les promoteurs de gènes cibles dont il active la 

transcription. Parmi ces gènes cibles se trouvent entre autres les enzymes de phase I et II de 

métabolisation. Après activation de l’AhR par le BaP et transcription des gènes cibles, le 

micropolluant est rapidement pris en charge par des enzymes de métabolisation de type I, 

les cytochromes P450 de la famille 1 (CYP1A1, CYP1A2 et CYP1B1) et dont la transcription est 

induite par le BaP (Abbas et al. 2009), pour être monooxygéné en différents métabolites 

(Figure 14). Ces derniers subissent alors l’action d’enzymes de phase II afin de les rendre plus 

hydrophiles et ainsi permettre leur excrétion dans les urines ou les fèces. Parmi les 

métabolites du BaP excrétés dans les urines, le 3-hydroxybenzo[a]pyrène est couramment 

dosé afin d’évaluer l’exposition au BaP de certaines catégories de population, notamment 

chez les travailleurs exposés (Barbeau et al. 2014; Forster et al. 2008; INRS 2014; Payan et al. 

2009). 

Cependant, il arrive que certains des métabolites ne soient pas conjugués de cette 

manière et les métabolites ainsi obtenus ne peuvent être éliminés. Parmi ceux-ci, le BaP-7,8-

dihydrodiol-9,10-époxyde (BPDE) provient de plusieurs oxygénations successives du BaP. Il 

est son métabolite le plus réactif ; de par son fort pouvoir électrophile, il possède 

notamment la capacité de former des adduits avec des macromolécules telles que 

l’hémoglobine, l’albumine ou l’ADN. 
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Figure 14.Métabolisation simplifiée du BaP 

 

Le BaP est classé cancérogène de groupe 1, c’est-à-dire avéré, par le Centre 

International de Recherche sur le Cancer. Il est impliqué entre autre chez les rats, souris et 

hamsters dans l’apparition de tumeurs de l’estomac, l’œsophage, du larynx ou des poumons 

(Bae et al. 2005; Goyal et al. 2010; Tung et al. 2014). La formation d’adduits à l’ADN est 

considérée comme une étape clé dans les phénomènes de cancer ; elle en serait l’un des 

évènements initiateurs (Miller and Miller 1981; Miller 1970). En effet, les adduit à l’ADN ont 

des effets mutagènes, carcinogènes et génotoxiques, induisant des cassures de l’ADN (Al-

Saleh et al. 2008; Einaudi et al. 2014; Gao et al. 2011; Li et al. 2007). Ces adduits se forment 

entre autres par la liaison d’un métabolite réactif du BaP, le BPDE, sur les sites nucléophiles 

de l’ADN, notamment les sites des guanines (Chiang and Tsou 2009). 

En plus des effets carcinogènes largement décrits dans la littérature, le BaP est classé en 

classe 3 de PE, c’est-à-dire qu’aucune preuve scientifique ne prouve un effet PE du BaP mais 

il est cependant dans la liste des molécules à suivre, notamment dans le programme sur les 

PE de l’United State Environmental Protection Agency. Différentes études sur l’animal ont en 
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effet montré que le BaP modifie les niveaux de testostérone, de 17β-œstradiol et de 

progestérone sur un modèle de mollusque marin et chez certains poissons (Rodas-Ortiz et al. 

2008; Tian et al. 2013). De plus, le BaP entraîne également des modifications dans 

l’expression et l’activité de l’aromatase (CYP19) chez le poisson (Patel et al. 2006), paramètre 

qui, quand il est modifié, fait partie des arguments pour classer une molécule en tant que PE. 

Une diminution de la testostérone plasmatique ainsi qu’une augmentation de l’hormone 

lutéïnisante LH ont également été mises en évidence après exposition par inhalation de rats 

au BaP (Inyang et al. 2003). Cependant, aucune étude chez l’Homme ne peut, à l’heure 

actuelle, montrer un effet PE avéré du BaP. 
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1.3. MICROENVIRONNEMENT CELLULAIRE 

Les cellules au sein d’un organe sont en interrelation les unes avec les autres. Elles sont 

entourées de la matrice extracellulaire et communiquent entre elles. Le 

microenvironnement correspond à ce qui entoure les cellules, aux signaux interférant avec 

elles, fournissant à la fois des signaux biochimiques (facteurs de croissance, cytokines) et des 

contraintes structurelles (molécules d’adhésion) qui sont nécessaires pour dicter des 

comportements cellulaires adaptés au tissu en question (Schmeichel et al. 1998). Le BaP 

étant une molécule très lipophile, son entrée dans la cellule peut potentiellement modifier la 

composante lipidique de la membrane plasmique ainsi que les protéines membranaires.  De 

plus, la composante matricielle est très importante dans l’apparition de cancer par des 

agents carcinogènes tels que le BaP, pour la migration des cellules et le développement de 

tumeurs.  Nous nous intéresserons donc au microenvironnement matriciel qui correspond 

aux composants de la matrice extracellulaire et au microenvironnement lipidique incluant 

des éléments des membranes cellulaires. 

1.3.1. Microenvironnement matriciel 

La matrice extracellulaire correspond à un enchevêtrement complexe de 

macromolécules sécrétées par les cellules dans l’espace intracellulaire. Elle comporte 

différents composants, des polysaccharides aux protéines fibrillaires structurales en passant 

par les protéines d’adhérence. 

1.3.1.1. Le récepteur CD44 

Les polysaccharides sont des macromolécules glucidiques. Parmi celles-ci se trouvent les 

protéoglycanes et les glycosaminoglycanes, dont l’un des plus abondants est le hyaluronate 

de sodium. Afin d’induire des réponses cellulaires, le hyaluronate de sodium peut se lier à 

ses récepteurs, notamment au plus connu qui est le CD44. Il s’agit d’une glycoprotéine 

transmembranaire présente sous différentes isoformes (Screaton et al. 1992). Toutes 

possèdent un module de liaison NH-terminal sur lequel le hyaluronate de sodium peut se 

fixer. De plus, le récepteur CD44 est présent sur presque tous les types cellulaires, excepté 

les hématies. La liaison du hyaluronate de sodium sur son récepteur peut induire différentes 

réponses, dépendantes entre autre de son poids moléculaire et par conséquent de la 
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longueur de la chaîne de disaccharides. Par exemple, le hyaluronate de sodium de haut 

poids moléculaire se fixant sur son récepteur CD44 bloque le cycle cellulaire en phase S 

tandis qu’un hyaluronate de faible poids moléculaire entraîne la progression en phase G1 et 

l’entrée en phase S (Cuff et al. 2001). 

1.3.1.2. Métalloprotéases 

Afin de réguler les signaux engendrés au sein de la matrice extracellulaire, il existe des 

enzymes, les métalloprotéases matricielles, qui dégradent cette dernière. Les 

métalloprotéases sont des endopeptidases capables de dégrader tous les types de protéines 

de la matrice extracellulaire. Elles sont également impliquées dans le clivage de récepteurs 

cellulaires de surface, le relargage de ligands apoptotiques ou l’inactivation de cytokines. 

Leur activité a aussi un rôle dans les phénomènes de prolifération cellulaire, de migration, de 

différenciation et d’angiogenèse (Q Chen et al. 2013; Gialeli et al. 2011; Ries 2014). 

Les Tissue Inhibitors of Metalloproteinase ou TIMP sont des inhibiteurs spécifiques des 

métalloprotéases. Cette famille comprend 4 membres, de TIMP1 à TIMP4, et permet 

l’inhibition de toutes les métalloprotéases. En particulier, TIMP1 est une glycoprotéine 

exprimée dans la majorité des tissus. Une expression accrue de cette protéine est associée 

entre autre à des cancers, notamment du poumon, de la thyroïde et du système digestif 

(Griffith et al. 2006; Grunnet et al. 2013; Wistuba et al. 2001).  

1.3.2. Microenvironnement lipidique 

Le microenvironnement lipidique correspond à la composante lipidique des cellules, 

c’est à dire les membranes, et aux protéines qu’elles contiennent. La membrane plasmique 

est constituée de zones particulières, rigides car riches en cholestérol et sphingolipides, 

nommées « lipid raft domains » ou radeaux lipidiques. Ces zones membranaires sont le 

premier élément d’une grande variété de réactions intracellulaires, de par leur richesse en 

récepteurs qui entraînent des cascades de signalisation en réponse à une stimulation. Ils 

contiennent entre autre des récepteurs transmembranaires importants dans la signalisation 

cellulaire et le trafic de vésicules. 
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Des études au sein de notre laboratoire ont montré que l’utilisation de formulations 

huileuses, sur modèles in vitro mais aussi in vivo induit un changement dans la composition 

en acides gras de la membrane plasmique (Dutot et al. 2009) et ainsi la réponse cellulaire à 

divers stress. En effet, des huiles riches en acides gras poly-insaturésω-3sont capables de 

modifier la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires ainsi que les altérations 

mitochondriales et le stress oxydant sur un modèle in vitro de rétinopathie diabétique 

(Dutot et al. 2011). Ces modulations des réponses cellulaires semblaient passer par des 

modifications de l’expression de la cavéoline-1, protéine marqueur des radeaux lipidiques 

appelés cavéoles. 

Le microenvironnement lipidique des cellules joue donc un rôle structural mais aussi 

fonctionnel essentiel aux voies de signalisation cellulaires. Parmi les protéines présentes 

dans la membrane plasmique, nous nous intéresserons plus particulièrement au récepteur 

P2X7 et à la cavéoline-1. 

1.3.2.1. Récepteur P2X7 

1.3.2.1.1. Généralités sur le récepteur P2X7 

Les récepteurs P2 appartiennent à une large famille de protéines membranaires 

subdivisée en deux sous-types: les récepteurs P2X qui sont des canaux cationiques et les 

récepteurs P2Y couplés à des protéines G hétérotrimériques (Abbracchio and Burnstock 

1994). Actuellement, sept gènes codant les récepteurs P2X et huit P2Y ont été clonés et 

identifiés dans divers types cellulaires et tissus (Burnstock and Kennedy 1985; Sak and Webb 

2002). Parmi la sous-famille de récepteurs P2X, la communauté scientifique porte un intérêt 

certain au récepteur P2X7, notamment pour le rôle qu’il exerce en tant que régulateur de 

pathologies inflammatoires (Lister et al. 2007). En effet, le récepteur P2X7 est exprimé dans 

de nombreux types cellulaires, dont les cellules du système immunitaire, et des études ont 

montré que son activation par son ligand naturel, l’ATP, augmente la libération de cytokines 

pro-inflammatoires et apoptotiques (Bianco et al. 2006; Pelegrin and Surprenant 2006). Le 

récepteur P2X7 a dans un premier temps été cloné à partir de cerveau de rat (Surprenant et 

al. 1996) puis a été identifié dans les astrocytes et les cellules de la microglie (Ballerini et al. 

1996; Bianco et al. 2006; Brandle et al. 1998). 
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1.3.2.1.1.1. Agonistes  

Le ligand naturel du purinorécepteur P2X7 est l’ATP. Il nécessite de fortes 

concentrations, supérieures à 0,1mM pour être activé. Son ligand synthétique, le 2,3-

(benzoyl-4benzoyl)-ATP est un agoniste 10 à 30 fois plus puissant que l’ATP (Erb et al. 1990; 

Gonzalez et al. 1989). 

1.3.2.1.1.2. Antagonistes 

Parmi les molécules antagonistes du récepteur P2X7 se trouvent des cations divalents. 

L’inhibition fonctionnelle qu’ils exercent a été mise en évidence très rapidement après le 

clonage du récepteur P2X7 (Surprenant et al. 1996). Le calcium, le magnésium, le zinc et le 

cuivre sont de puissants inhibiteurs du récepteur P2X7 chez le rat, avec des CI50 

(concentrations nécessaires pour avoir 50% d’inhibition de l’activation des récepteurs) 

respectivement de 2900, 500, 11 et 0,5µM (Virginio et al. 1997). Deux hypothèses ont été 

émises pour expliquer cette inhibition. La première hypothèse est l’interaction des cations 

divalents avec les charges négatives de l’ATP, empêchant ainsi sa fixation sur le récepteur 

(Steinberg and Silverstein 1987). La seconde hypothèse est que l’interaction des cations 

divalents sur les résidus histidine du récepteur bloquerait de manière allostérique la fixation 

des activateurs (Acuna-Castillo et al. 2007). 

Le récepteur P2X7 peut également être inhibé par d’autres molécules, telles que des 

porteurs de fonction aldéhyde comme le pyridoxal-phosphate-6-azophenyl-2’,4-disulfonique 

(PPADS) ou l’ATP oxydé en positions 2’ et 3’ (oATP). Le PPADS a dans un premier temps été 

montré comme étant un inhibiteur des récepteurs de la famille P2 avant que d’autres  

études ne mettent en évidence qu’il est 10 à 20 fois plus sélectif pour les récepteurs de la 

sous famille P2X que ceux de la sous famille P2Y (Lambrecht et al. 2002). En ce qui concerne 

l’oATP, il est décrit comme antagoniste sélectif des récepteurs P2X7 présents sur la 

membrane des macrophages (Murgia et al. 1993) et l’inactivation du récepteur par cette 

molécule est irréversible. 

L’analogue du colorant alimentaire Brilliant Blue FCF, le Brilliant Blue G, est un 

antagoniste du récepteur P2X7 couramment utilisé dans les études scientifiques. Son 

innocuité et sa sélectivité en font un candidat idéal pour bloquer l’activation du récepteur 
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P2X7 (Jiang et al. 2000; Peng et al. 2009; Remy et al. 2008; Wang et al. 2004). Le Brilliant 

Blue G inhibe de manière non compétitive le récepteur P2X7, impliquant une modulation 

allostérique du site de fixation de l’agoniste similaire à l’action de cations divalents tels que 

le cuivre ou le magnésium (Virginio et al. 1997). 

1.3.2.1.1.3. Localisations subcellulaires du récepteur P2X7 

Des études ont mis en évidence que les membres de la famille P2X et en particulier P2X7 

sont exprimés dans les membranes plasmiques, au niveau des « lipids raft domains » (Barth 

et al. 2007; Garcia-Marcos et al. 2006). 

D’autres études ont également indiqué que le récepteur P2X7 est retrouvé au niveau 

de la membrane nucléaire, notamment dans les cellules musculaire lisses (Menzies et al. 

2003). 

1.3.2.1.1.4. Fonctions cellulaires du récepteur P2X7 

Il semble difficile d’associer le récepteur P2X7 à une seule et unique voie de 

signalisation. En effet, dès son clonage, il a été montré que l’activation du récepteur P2X7 

est liée à une modification du potentiel membranaire cellulaire (Surprenant et al. 1996). De 

plus, au vu de sa localisation au sein de la membrane plasmique, le récepteur P2X7 peut lier 

les protéines de la matrice extracellulaire et du cytosquelette telles que la lamine ou l’actine, 

ainsi qu’une tyrosine phosphatase impliquée dans les mécanismes de rétrocontrôle du 

récepteur (Kim et al. 2001). Parmi d’autres fonctions, le récepteur P2X7 active la 

phospholipase D et les kinases effectrices de Rho (ROCKs) via l’activation de la protéine 

GTPase Rho mais aussi la phospholipase A2 et la protéine au carrefour de plusieurs voies 

cellulaires, NF-κB (el-Moatassim and Dubyak 1992; Humphreys and Dubyak 1996; Verhoef et 

al. 2003). L’activation du récepteur P2X7 induit la formation réversible d’un canal ionique 

perméable au calcium, sodium et potassium. Le flux ionique de potassium entraine un 

changement de concentrations intracellulaire et extracellulaire menant à l’activation de 

l’inflammasome via la caspase 1 et la libération d’interleukine pro-inflammatoire IL-1β 

(Ferrari et al. 2006; Kahlenberg and Dubyak 2004). L’activation du récepteur P2X7 conduit 

également à l’activation de la caspase 3, qui peut être l’un des évènements intervenant dans 

le déclenchement de mécanismes cytolytiques, suite à la formation de pores. Il a également 
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été montré que des changements morphologiques tels que l’apparition de 

bourgeonnements de la membrane plasmique sur des cellules sont associés à l’activation du 

récepteur P2X7 (Mackenzie et al. 2005; Verhoef et al. 2003). 

Le récepteur P2X7 a également la capacité de former un pore cytolytique après 

activation prolongée ; la formation de ce pore est possible grâce à l’extrémité C-terminale du 

récepteur  P2X7 qui lui est particulière (Rassendren et al. 1997). Ce pore permet l’entrée de 

molécules allant jusqu’à 900Da ; cette propriété caractéristique du récepteur P2X7 permet 

son étude avec des sondes fluorescentes imperméables comme le YO-PRO-1 (Smart et al. 

2003; Surprenant et al. 1996). Plusieurs protéines sont également associées au récepteur 

P2X7. Celles-ci ont un rôle dans la régulation et la formation du pore, comme c’est le cas de 

la pannexine-1 ou la myosine non musculaire (Pelegrin and Surprenant 2006). Le mécanisme 

d’activation du récepteur P2X7 menant à la formation du pore cytolytique est complexe. 

Pelegrin en a cependant a proposé un modèle (figure 15) (Pelegrin 2011). Au repos, le 

récepteur P2X7 est présent sous la forme symétrique d’un trimère associé à la pannexine-1 

et à la myosine non musculaire. Le canal et le pore P2X7 sont alors fermés. La fixation d’une 

première molécule d’ATP sur le récepteur P2X7 entraine un changement conformationnel 

conduisant à l’asymétrie du récepteur. La deuxième molécule d’ATP entraîne l’ouverture du 

canal ionique, perméable entre autre au calcium et sodium. La fixation de la troisième 

molécule d’ATP restaure la symétrie du récepteur et permet la dilatation du pore. Cette 

configuration conduit à la dissociation de la myosine non musculaire et la pannexine-1 du 

récepteur P2X7, permettant ainsi le passage d’ions mais aussi de sondes anioniques et 

cationiques. 
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Figure 15. Schéma de l’ouverture du pore cytolytique P2X7(d’après Pellegrin, 2011) 

 

1.3.2.1.2. Conséquences biologiques de l’activation du récepteur P2X7 

Le récepteur P2X7 est généralement décrit comme étant un récepteur cytolytique. En 

effet, son activation entraîne un changement de l’équilibre ionique au sein du cytoplasme. 

De plus, le pore ainsi formé reste ouvert tant que le ligand est lié au récepteur. Ainsi, si la 

stimulation par l’ATP qui a lieu physiologiquement est prolongée, les cellules sont 

endommagées de manière irréversible et s’engagent dans les voies de mort. De nombreuses 

pathologies sont associées à une activation prolongée du récepteur P2X7, telles que la 

maladie d’Alzheimer, la dégénérescence maculaire liée à l’âge ou la maladie d’Huntington. 

Le récepteur P2X7 est surexprimé au niveau des plaques séniles retrouvées dans la 

maladie d’Alzheimer, ce qui pourrait entraîner le clivage protéolytique des protéines 

membranaires (McLarnon et al. 2006; Parvathenani et al. 2003). De plus, in vivo, le peptide 

β-amyloïde retrouvé au niveau de ces plaques séniles, induit le relargage d’ATP, la libération 

d’interleukine pro-inflammatoire IL-1β, l’augmentation de calcium intracellulaire et 

augmente la perméabilisation de la membrane plasmique. Cependant, cette étude n’a pu  

mettre en évidence les mêmes observations chez la souris Knock Out pour le récepteur P2X7 

(Sanz et al. 2009; Sanz et al. 2012). 
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D’un point de vue physiopathologique, la dégénérescence maculaire liée à l’âge est la 

transposition de la maladie d’Alzheimer au niveau de la rétine. Guet al. ont ainsi montré 

qu’un haplotype rare de P2X7 pourrait être un facteur de risque pour la dégénérescence 

maculaire liée à l’âge (Gu et al. 2013). Chez l’Homme, la quantité d’ATP présente dans 

l’humeur vitrée est augmentée en cas de dégénérescence maculaire liée à l’âge. De plus, in 

vitro la quantité d’ATP ainsi retrouvée tend à accélérer l’apoptose des photorécepteurs et 

l’utilisation de Brilliant Blue G, un inhibiteur spécifique du récepteur P2X7 inhibe cette 

apoptose (Notomi et al. 2013). Pour révéler les mécanismes cellulaires sous-jacents, nous 

avons démontré in vitro sur un modèle de cellules gliales rétiniennes incubées avec le 

peptide β-amyloïde, impliqué dans la dégénérescence maculaire liée à l’âge, que ce dernier 

induit l’activation du récepteur P2X7. L’utilisation de Brilliant Blue G permet de réduire 

l’activation de ce récepteur et l’association du Brilliant Blue G avec les huiles riches en acides 

gras polyinsaturés ω-3 prescrites aux patients souffrant de dégénérescence maculaire liée à 

l’âge conduit à une inhibition totale de l’activation du récepteur P2X7, ce qui confirme in 

vitro l’implication du récepteur P2X7 dans la réponse cellulaire au peptide β-amyloïde 

(Article soumis dans Nutrition & Metabolism, annexe B). 

L’implication du récepteur P2X7 a également été démontrée dans la maladie 

d’Huntington. En effet, l’augmentation de son expression et de son activation dans les 

terminaisons synaptiques, modifiant ainsi la perméabilité au calcium a été mise en évidence 

sur des cerveaux de souris modèles pour cette pathologie. De plus, l’utilisation de Brilliant 

Blue G sur un modèle in vivo  de maladie de Huntington a démontré un effet préventif de 

l’apoptose neuronale. Ces données laissent donc à penser qu’une perturbation de 

l’expression du récepteur P2X7 induit la mort des cellules neuronales, contribuant ainsi à la 

pathogenèse de la maladie (Diaz-Hernandez et al. 2009). 

Le récepteur P2X7 semble également intervenir dans le cancer. En effet, une diminution 

de l’expression du récepteur P2X7 dans des cellules cancéreuses a été mise en évidence (YH 

Feng et al. 2005; Fu et al. 2009; Merriman et al. 2005).Ceci pourrait alors expliquer en partie 

la résistance de ces cellules aux mécanismes apoptotiques. 
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1.3.2.2. Cavéoline-1 

Les cavéoles sont des microdomaines présents dans les radeaux lipidiques de la 

membrane. Elles correspondent à des invaginations de 50 à 100 nm de diamètre au niveau 

de la membrane plasmique. Les cavéoles sont retrouvées dans différents types cellulaires et 

la protéine majoritaire les constituant est la cavéoline-1 (Rothberg et al. 1992). 

La cavéoline-1 est une protéine impliquée dans les phénomènes de trafic cellulaire et 

plus particulièrement dans l’endocytose. Des études ont montré que la cavéoline-1 module 

l’activité ainsi que la distribution des récepteurs P2X7. En effet, chez la souris Knock Out 

pour la cavéoline-1, une diminution de l’expression du récepteur P2X7 a été observée en 

comparaison aux souris sauvages (Barth et al. 2007; Garcia-Marcos et al. 2006). 

De plus, la cavéoline-1, tout comme le récepteur P2X7, semblerait impliquée dans le 

cancer. Elle a un rôle paradoxal dans le développement de cette pathologie puisqu’elle 

intervient tant dans l’oncogenèse que dans la suppression de tumeur (T Chen et al. 2013; 

Shatz and Liscovitch 2008). 
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1.4. PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS DE L’ETUDE EXPERIMENTALE 

Le placenta est généralement considéré comme une barrière entre la mère et le fœtus 

qui a pour fonction de protéger ce dernier. Ici, nous le considérons comme un organe à part 

entière pouvant être la cible de molécules toxiques.  

La fenêtre d’exposition in utero est importante en ce qui concerne les PE. Il est admis en 

toxicologie que le risque correspond à l’interaction du danger et de l’exposition. Dans le cas 

des PE, l’exposition est difficilement contrôlable du fait de la multitude de sources 

d’exposition (effet cocktail) mais aussi des effets à faible dose de ces polluants et l’absence 

de linéarité dans la relation dose-effet. Il apparait donc nécessaire d’évaluer le danger. Cette 

évaluation se base sur la détection de biomarqueurs de l’effet biologique des PE, telle que la 

sécrétion d’hormones placentaires, mais aussi des marqueurs d’évaluation des effets 

délétères, tels que la dégénérescence placentaire. 

Dans les études cliniques, il est mis en évidence que des perturbations de la grossesse 

telles que la prématurité, la souffrance fœtale, des pathologies comme le retard de 

croissance intra-utérin, la prééclampsie voire des fausses couches mais aussi des 

modifications somatiques au niveau du placenta peuvent être associées à une exposition de 

la mère à des polluants et/ou à des perturbations hormonales maternelles. Ces 

perturbations de la grossesse sont généralement associées à une étude du placenta avec 

analyse des polluants et mesures de biomarqueurs, notamment les hormones humaines. 

Nous souhaitons mettre au point un modèle in vitro d’étude afin de vérifier si des 

biomarqueurs observés dans ces études cliniques sont également exprimés 

expérimentalement afin d’extrapoler plus facilement nos données à l’Homme. Nous nous 

intéresserons donc à détecter des biomarqueurs associés à ces observations cliniques dans 

la littérature, et notamment des biomarqueurs dosables, tels que la sécrétion d’hPL ou 

d’hCG, ou encore l’activation de récepteur de dégénérescence (Figure 16). 
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Figure 16. Observations cliniques et marqueurs associés 

 

Plus particulièrement en ce qui concerne l’hCG, nous nous intéresserons à sa forme 

hyperglycosylée, qui est associée à des mécanismes pathologiques, différente de la β-hCG 

généralement associée à des phénomènes de prolifération lors de la grossesse (tableau 2). 

Forme d’hCG Phénomène associé 

β-hCG Différenciation cellulaire lors de la grossesse (Le Vee et al. 2014) 

hCG hyperglycosylée 

Diminution : prééclampsie (Cole 2012) 

Augmentation : invasion cellulaire et cancer (Bourdiec et al. 2013; 

Cole et al. 2006b; Cole and Butler 2012) 

Tableau 2. Différentes formes d’hCG et phénomènes associés 

 

Nous avons choisi dans notre étude de nous intéresser à deux micropolluants différents, 

le DEHP et le BaP. Le DEHP est un PE dont l’utilisation sera interdite à partir de juillet 2015 

dans les dispositifs médicaux. C’est entre autres par cette voie que les femmes enceintes et 

donc les fœtus peuvent être exposés, notamment lors d’hospitalisations longues. Il apparaît 

impératif que les molécules de remplacement du DEHP dans les dispositifs médicaux 

n’exercent pas de perturbation endocrinienne. Il est donc important de mettre au point des 
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tests de screeening rapides, reproductibles et faciles à réaliser afin de compléter l’ensemble 

des tests déjà existant pour tester les molécules de remplacement. L’objectif de notre étude 

est de mettre en évidence ces biomarqueurs de perturbation endocrinienne facilement 

utilisables à partir de PE connus pour tester les molécules de remplacement mais aussi celles 

déjà présentes sur le marché. 

Le BaP est un carcinogène de référence pouvant atteindre le placenta ; il peut 

potentiellement induire la dégénérescence cellulaire. L’objectif de notre étude sur ce 

micropolluant est de mettre en évidence des biomarqueurs de dégénérescence placentaire 

extrapolables à d’autres polluants. 
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2. MATERIEL ET METHODES 

2.1. MODELES D’ETUDE IN VITRO 

La culture cellulaire se fait dans un environnement stérile, sous hotte à flux laminaire 

(PSM II, Astec). Les flasques de 75cm² contenant les cellules sont placées dans un incubateur 

thermostaté à 37°C sous une atmosphère contrôlée à 5% de CO2 et saturée en humidité. Le 

milieu de culture est changé tous les deux jours. 

Les cellules sont décollées par ajout de trypsine et repiquées à plus faible densité 

lorsqu’elles atteignent environ 90% de confluence. 

2.1.1. Modèles in vitro de cellules placentaires 

• Culture primaire de cellules placentaires 

Des placentas sont récupérés par le biais de la fondation PremUp en association avec 

des maternités parisiennes. Après dissociation des différentes types de cellules placentaires 

par digestion enzymatique puis séparation sur gradient de Percoll par l’Unité Inserm U767 

de la Faculté de Pharmacie de l’Université Paris Descartes, les cytotrophoblastes sont 

récupérés et ensemencés. Ces cellules ont la capacité de fusionner in vitro. Les cellules ainsi 

obtenues constituent une culture primaire, elles ne peuvent être cultivées pendant plusieurs 

passages et meurent après 72-96 heures en culture. 

Les cellules sont maintenues dans du milieu de culture DMEM stérile supplémenté de 

5% de sérum de veau fœtal (SVF), 2mM de glutamine et 50UI/mL de streptomycine et 

pénicilline. 

• Lignée de cellules BeWo 

La lignée de cellules BeWo (ATCC n° CCL-98) est une lignée issue de choriocarcinome 

isolée par Pattillo et Gey en 1968 (Pattillo and Gey 1968). Les cellules sont cultivées dans du 

milieu F-12K stérile supplémenté de 10% de SVF, 2mM de glutamine et 50UI/mL de 

streptomycine et pénicilline. 
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Figure 17. Tapis de cellules BeWo (x100) 

• Lignée de cellules JEG-3 

La lignée de cellules JEG-3 (ATCC n° HTB-36) est un clone de la lignée de cellules 

placentaires BeWo. Les cellules sont cultivées dans du milieu EMEM stérile supplémenté de 

10% de SVF, 2mM de glutamine et 50UI/mL de streptomycine et pénicilline. 

 

Figure 18. Tapis de cellules JEG-3 (x100) 

2.1.2. Modèle in vitro de cellules cutanées 

La lignée de cellules cutanées HaCat est une lignée de kératinocytes, la couche la plus 

externe de la peau. Issues de cellules épithéliales de la peau adulte, ces cellules sont 

spontanément immortalisées. Elles forment un tissu épidermique ordonné et différencié 

présentant toutes les caractéristiques des kératinocytes humains. 

Les cellules sont cultivées dans du milieu DMEM stérile supplémenté de 10% de SVF, 

2mM de glutamine et 50UI/mL de streptomycine et pénicilline. 
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Figure 19. Tapis de cellules HaCat (x100) 

2.1.3. Modèle in vitro de cellules du système immunitaire 

La lignée cellulaire U937 a été obtenue en 1974 à partir de cellules malignes provenant 

de l’épanchement pleural d’un patient atteint de lymphome histiocytaire. Depuis 1979, il a 

été établi que la lignée de cellules U937 peut être différenciée en macrophages après 

incubation avec des esters de phorbol, la vitamine D3, l’interféron γ, le TNF ou l’acide 

rétinoïque. 

Les cellules sont cultivées dans du milieu RPMI stérile supplémenté de 10% de SVF, 

2mM de glutamine et 50UI/mL de streptomycine et pénicilline. 

 

Figure 20. Tapis de cellules U937 différenciées en macrophages (x200) 
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2.2. TECHNIQUES D’ANALYSE 

2.2.1. Microtitration cytofluorimétrique 

2.2.1.1. Principe de la microtitration cytofluorimétrique 

 Le lecteur de microplaque utilisé dans notre étude est un spectrofluorimètre (Safire, 

Tecan®, Zurich, Suisse) composé de deux monochromateurs permettant une lecture en 

fluorescence de 230 à 1000 nm et l’enregistrement des spectres de fluorescence en 

excitation et en émission. 

Cet analyseur permet d’effectuer des mesures de fluorescence directement sur cellules 

vivantes et adhérentes en microplaques. La microplaque est scannée avec un pinceau de 

lumière d’onde de longueur d’onde définie pour le test, qui illumine chaque puits pendant 

moins de 0,3 seconde, ce qui évite tout phénomène de « fading » des sondes fluorescentes. 

Cette technique est spécifique, sensible (pg-fg / mL), reproductible et permet de mettre 

au point des méthodes standardisées d’analyse de la cytotoxicité, préconisées notamment 

lors d’études multicentriques pour l’évaluation de méthodes alternatives en toxicologie 

cellulaire. 

Deux types de tests en microtitration cytofluorimétrique existent :  

- les tests MIFALC (Microtitration Fluorimetric Assay on Living Cells) de type I : 

effectués sur cellules vivantes pendant les premières étapes et nécessitant une étape finale 

d’extraction pour la détection et la révélation (ex : rouge neutre). 

- les tests MIFALC de type II : effectués sur cellules vivantes pendant toutes les 

étapes, y compris la détection, ce qui permet de réaliser la cinétique de sondes directement 

en microplaques (par exemple le YO-PRO-1 pour l’activation du récepteur P2X7). 

2.2.1.2. Préparation des cellules 

Les cellules sont ensemencées dans des microplaques 96 puits (Corning, dont le 

matériau est assuré de ne pas contenir de DEHP d’après le fournisseur) aux concentrations 

suivantes, ceci afin d’obtenir la confluence des cellules en 24 heures : 
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- Culture primaire de trophoblastes : 120 000 cellules / mL 

- Lignée de cellules BeWo : 80 000 cellules / mL 

- Lignée de cellules JEG-3 : 80 000 cellules / mL 

- Lignée de cellules HaCat : 80 000 cellules / mL 

- Lignée de cellules U937 transformées en macrophages: 1 000 000 cellules / mL 

Les puits des bords de la plaque ne sont pas ensemencés mais remplis de tampon 

PBS afin d’éviter « l’effet de bord », qui correspond à une modification du degré 

d’hygrométrie entre le centre et le bord de la microplaque, qui conduit à une modification 

de la respiration cellulaire et donc de la prolifération cellulaire. Cet effet entraîne des 

variations dans les réponses cellulaires et rend les résultats difficilement exploitables. 

Les microplaques sont ensuite placées dans un incubateur thermostaté à 37°C sous 

une atmosphère contrôlée à 5% de CO2 et saturée en humidité. Après 24 heures, les cellules 

ont adhéré au fond des microplaques et peuvent être incubées avec les différents produits. 

Le milieu de culture est alors éliminé par retournement de la microplaque, les cellules sont 

rincées au tampon PBS pour éliminer les débris cellulaires et les produits à tester sont 

distribués dans les puits de la microplaque, à raison de 200µL par puits. Les tests de 

microtitration fluorimétrique sont ensuite réalisés après incubation le temps souhaité avec 

les produits à tester. 

2.2.1.3. Tests réalisés en microcytofluorimétrie 

• Mesure de l’intégrité membranaire 

L’intégrité membranaire a été évaluée en réalisant le test au rouge neutre en 

fluorimétrie (λexcitation = 535nm, λémission = 600nm). Le rouge neutre est à la fois un 

colorant vital ou d’inclusion utilisable en photométrie mais aussi une molécule fluorescence 

utilisable en microcytofluorimétrie proposée dans l’étude de la viabilité cellulaire par 

Borenfreund et Puerner en 1985. Le rouge neutre est utilisé préférentiellement dans de 

nombreuses études multicentriques et est exigé dans les textes de normes de 

standardisation internationales. 

Une solution mère de rouge neutre à 0,4% dans de l’eau distillée est préparée et 

conservée à l’abri de la lumière. La solution utilisée pour le test est issue d’une dilution de la 
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solution mère au 1/10 dans du milieu de culture sans SVF. Cette solution est centrifugée à 

3500 tours / minute pendant 10 minutes afin d’éliminer les éventuels cristaux de sonde qui 

pourraient endommager les cellules. Après élimination des produits à tester et rinçage des 

cellules au PBS, la solution fille de rouge neutre est distribuée dans les puits. La microplaque 

est placée dans l’incubateur pendant 3 heures afin de laisser le temps à la sonde de se fixer 

aux lysosomes cellulaires. La solution de rouge neutre en excès est éliminée, les cellules sont 

rincées au PBS puis une solution de révélation composée d’éthanol absolu (50,6%), d’eau 

(48,4%) et d’acide acétique glacial (1%) est distribuée dans les puits. Après 15 minutes 

d’homogénéisation de la coloration sous agitation, la microplaque est lue par le Safire. 

• Mesure de la masse mitochondriale 

La nonylacridine orange (NAO) est une sonde fluorescente (λexcitation = 490nm, 

λémission = 530nm) qui pénètre dans les mitochondries de cellules vivantes 

indépendamment du potentiel transmembranaire mitochondrial et se fixe au niveau de la 

membrane mitochondriale. Une variation, augmentation ou diminution, du signal de 

fluorescence traduit une modification de la masse mitochondriale. 

Une solution mère de NAO à 0,01M est préparée dans du DMSO. La solution utilisée 

pour le test est issue d’une dilution de la solution mère au 1/1000 dans du milieu de culture 

sans SVF. Après élimination des produits à tester et rinçage des cellules au PBS, la solution 

fille de NAO est distribuée dans les puits. La microplaque est placée dans l’incubateur 

pendant 30 minutes. La sonde présente dans le surnageant est éliminée par retournement 

de la plaque, les cellules sont rincées au PBS puis du milieu de culture sans SVF est ajouté 

afin de permettre le relargage de la NAO en excès pendant 1 heure. Après rinçage des 

cellules au PBS, une solution de révélation composée d’éthanol absolu (50,6%), d’eau 

(48,4%) et d’acide acétique glacial (1%) est distribuée dans les puits. Après 15 minutes 

d’homogénéisation de la coloration sous agitation, la microplaque est lue par le Safire. 

• Mesure du potentiel transmembranaire mitochondrial par la rhodamine 123 

La  rhodamine 123 est une sonde fluorescente (λexcitation = 485nm, λémission = 

535nm) qui pénètre dans les mitochondries en fonction du potentiel transmembranaire 

mitochondrial et se fixe au niveau de la membrane mitochondriale. Une variation, 
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augmentation ou diminution, du signal de fluorescence traduit une modification de ce 

potentiel transmembranaire mitochondrial. 

Une solution mère de rhodamine 123 à 12,5 mg / mL est préparée dans du DMSO. La 

solution utilisée pour le test est issue d’une dilution de la solution mère au 1/1250 dans du 

PBS. Après élimination des produits à tester et rinçage des cellules au PBS, la solution fille de 

rhodamine 123 est distribuée dans les puits. La microplaque est placée dans l’incubateur 

pendant 30 minutes. La sonde présente dans le surnageant est éliminée par retournement 

de la plaque, les cellules sont rincées au PBS puis du milieu de culture sans SVF est ajouté. 

Après rinçage des cellules au PBS, une solution de révélation composée d’éthanol absolu 

(50,6%), d’eau (48,4%) et d’acide acétique glacial (1%) est distribuée dans les puits. Après 15 

minutes d’homogénéisation de la coloration sous agitation, la microplaque est lue par le 

Safire. 

• Mesure du potentiel transmembranaire mitochondrial par le JC-1 

La sonde JC-1 permet de déceler des variations du potentiel transmembranaire 

mitochondrial. Elle se fixe dans la membrane interne mitochondriale sous forme de 

monomère lorsque l’activité est basse et émet une fluorescence dans le vert (λexcitation = 

485nm, λémission = 520nm). Lorsque l’activité est haute, la sonde se fixe sous forme 

d’agrégats et émet une fluorescence dans le rouge (λexcitation = 485nm, λémission = 

600nm). 

Une solution mère de JC-1 à 6,5 mg / mL est préparée dans du DMSO sous agitation. La 

solution utilisée pour le test est issue d’une dilution de la solution mère au 1/1000 dans du 

PBS. Après élimination des produits à tester et rinçage des cellules au PBS, la solution fille de 

JC-1 est distribuée dans les puits. La microplaque est placée dans l’incubateur pendant 15 

minutes puis lue par le Safire. 

• Mesure de l’activité des caspases 3 et 8 

Le dosage fluorimétrique de l’activité des caspases 3 et 8 repose sur le clivage d’un 

substrat, respectivement l’acétyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-méthyl coumarine et l’acétyl-

Ile-Glu-Thr-Asp-7-amino-4-méthyl coumarine, par les caspases activées. Ces substrats 

contiennent une séquence (DEVD ou IETD) reconnue par les caspases qui la clivent, libérant 

ainsi une molécule fluorescente, l’amino-méthyl coumarine. La fluorescence ainsi mesurée 
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est proportionnelle à la quantité amino-méthyl coumarine libérée et donc à l’activité des 

caspases. 

Ce test est réalisé selon le protocole fourni par le fabricant Sigma-Aldrich. 

• Mesure de la condensation de la chromatine 

Le Hoechst 33342 est une sonde fluorescente dans l’UV (λexcitation = 365nm,  

λémission = 450nm) couramment utilisée pour déterminer le contenu en ADN des cellules. 

Après avoir franchi la membrane plasmique dans altération, la sonde se fixe sur les 

séquences riches en bases A-T de l’ADN et émet alors une fluorescence bleue. L’iodure de 

propidium est un intercalant de l’ADN, comme le Hoechst 33342 et émet une fluorescence 

rouge. Le Hoechst 33342 marque toutes les cellules, vivantes, apoptose et en nécrose tandis 

que l’iodure de propidium est exclu des cellules viables et ne marque que les cellules en 

nécrose beaucoup plus rapidement que le Hoechst 33342. Dans les cellules en apoptose, la 

condensation de la chromatine induit un effet hyperchrome et bathochrome sur le Hoechst 

33342 dont la fluorescence devient plus intense. Il devient ainsi aisé de distinguer 

quantitativement les cellules vivantes des cellules en apoptose. 

Une solution mélange de Hoechst 33342 à 10mg/mL et d’iodure de propidium à 

0,5mg/mL est préparée dans du PBS. Après élimination des produits à tester et rinçage des 

cellules au PBS, la solution est distribuée dans les puits. La microplaque est placée dans 

l’obscurité à température ambiante pendant 30 minutes puis lue par le Safire. 

Le BaP étant autofluorescent dans l’UV, un autre test de condensation de la chromatine 

a été utilisé. La sonde Enzo Nuclear ID est fluorescente dans le visible (λexcitation = 488nm, 

λémission = 520nm) et se lie préférentiellement à la chromatine compactée des cellules en 

apoptose comparativement aux cellules viables non apoptotiques. Elle permet donc de 

différencier les cellules viables des cellules en apoptose. 

Ce test est réalisé selon le protocole fourni par le fabricant Enzo Life Sciences 

• Mesure de la perméabilité membranaire via l’activation du récepteur P2X7 

Le YO-PRO-1 est une sonde fluorogène (λexcitation = 491nm, λémission = 509nm) de 

376DA qui n’entre dans les cellules que si la perméabilité membranaire est altérée via 

l’ouverture des pores membranaires P2X7. Il s’intercale dans l’ADN et émet une 

fluorescence. 
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A partir d’une solution mère de YO-PRO-1 à 1mM dans du DMSO, une solution fille est 

préparée au 1/500 dans du PBS. Après élimination des produits à tester et rinçage des 

cellules au PBS, la solution fille de YO-PRO-1 est distribuée dans les puits. La microplaque est 

placée dans l’obscurité à température ambiante pendant 10 minutes puis lue par le Safire. 

• Mesure de l’activité du cytochrome CYP1A1 

La sonde resorufin ethyl ether, ou 7-EROD, permet une mesure catalytique de 

l’induction des cytochromes CYP1A1 et CYP1B1. Le 7-EROD est transformé par ces 

cytochromes en résorufine, une molécule fluorescente (λexcitation = 535nm, λémission = 

600nm). 

Une solution mère de 7-EROD à 2mM est préparée dans du DMSO. La solution utilisée 

pour le test est issue d’une dilution de la solution mère au 1/1000 dans du milieu de culture 

contenant 2,5% de SVF. Après élimination des produits à tester et rinçage des cellules au 

PBS, la solution fille de 7-EROD est distribuée dans les puits. La microplaque est placée dans 

l’incubateur pendant 6 heures puis lue par le Safire. 

• Evaluation des cassures simple brin de l’ADN 

Le picogreen est une sonde fluorescente (λexcitation = 460nm, λémission = 540nm) se 

liant à l’ADN double brin. En cas de cassures simples brin de l’ADN, une diminution du signal 

de fluorescence de la sonde picogreen est observée. 

Après élimination du produit à tester, les cellules ensemencées en plaque 6 puits sont 

rincées au PBS puis un tampon de lyse est ajouté dans les puits. Les cellules sont ensuite 

grattées à l’aide d’un grattoir, récupérées dans des tubes à centrifuger puis incubées 

pendant 30 minutes. Le test est ensuite réalisé selon le protocole fourni par le fabricant 

Invitrogen. Une détermination de la quantité de protéines est effectuée en parallèle suivant 

la méthode BCA. 

• Mesure du calcium 

La sonde Fluo-4 permet la détection du calcium. En effet, sa fluorescence est augmentée 

quand elle s’y fixe. 

Le test est ensuite réalisé selon le protocole fourni par le fabricant Invitrogen. 
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• Mesure de la peroxydation lipidique 

La sonde C11-bodipy permet de mettre en évidence la peroxydation lipidique. Elle se lie 

aux membranes biologiques par des interactions hydrophobes fortes, sa moitié comportant 

les 11 carbones pouvant se lier aux bicouches lipidiques. La sonde est très sensible à 

l’oxydation. Une fois liée aux membranes, elle peut être oxydée par les radicaux ROO. et RO. 

et ne plus émettre une fluorescence rouge (λexcitation = 488nm, λémission = 520nm) mais 

une fluorescence verte (λexcitation = 568nm, λémission = 590nm). Cette sonde est 

insensible aux modifications du microenvironnement telles que le pH ou la polarité du 

solvant. De plus, elle est photostable et n’est pas cytotoxique. 

Une solution mère de C11-bodipy à 2mM est préparée dans du DMSO. La solution 

utilisée pour le test est issue d’une dilution de la solution mère au 1/1000 dans du milieu de 

culture sans SVF. Après élimination des produits à tester et rinçage des cellules au PBS, la 

solution fille de C11-bodipy est distribuée dans les puits. La microplaque est placée dans 

l’incubateur pendant 30 minutes afin de laisser le temps à la sonde de se fixer aux lipides. 

Les cellules sont ensuite rincées au PBS puis incubées avec du milieu de culture sans SVF 

pendant 30 minutes dans l‘incubateur. La microplaque est ensuite lue par le Safire. 

 

2.2.2. Analyse par méthode immunoenzymatique 

2.2.2.1. Principe de l’analyse par méthode immunoenzymatique 

La technique Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) est une technique immuno-

enzymatique de détection permettant de visualiser une réaction antigène-anticorps suite à 

une réaction de colorimétrie produite par l’action sur un substrat d’une enzyme fixée à 

l’anticorps. 

2.2.2.2. Préparation des cellules 

Afin de doser les protéines présentes dans le milieu extracellulaire, les cellules sont 

mises en culture en microplaque 96 puits selon le protocole décrit dans la section 

précédente et les surnageants de culture cellulaire sont récupérés. 
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En ce qui concerne les tests nécessitant un lysat cellulaire ou un extrait nucléaire, les 

cellules JEG-3 sont ensemencées en boîte de Pétri de 10cm de diamètre à 140 000 cellules / 

mL, avec 10mL de milieu de culture, afin d’obtenir la confluence en 24 heures. Les boîtes de 

Pétri sont placées à l’incubateur thermostaté à 37°C sous une atmosphère contrôlée à 

saturée en eau et à 5% de CO2. Après 24 heures, les cellules ont adhéré au fond des boîtes 

de Pétri et peuvent être incubées avec les produits à tester. 

2.2.2.3. Tests réalisés par méthode immunoenzymatique 

• Evaluation de la production des cytokines IL-1β et TNF-α 

Les cytokines proinflammatoires sont sécrétées dans le milieu extracellulaire en réponse  

un stress inflammatoire. Leur dosage est réalisé selon le protocole fourni par le fabricant 

R&D Systems. 

• Dosage des hormones hCG hyperglycosylée et hPL 

Ces hormones sont sécrétées dans le milieu extracellulaire par les cellules placentaires. 

Leur dosage est réalisé selon le protocole fourni respectivement par les fabricants Cusabio et 

Diasource, pour l’hCG hyperglycosylée et l’hPL. 

• Dosage de TIMP-1 

L’inhibiteur de metalloprotéase TIMP-1 est présent dans le milieu extracellulaire. Son 

dosage est réalisé selon le protocole fourni par le fabricant R&D Systems. 

• Evaluation de l’expression de p53 et de sa phosphorylation sur la sérine 46 P-p53 

(ser46) 

La protéine p53 est présente au sein de la cellule en particulier dans le noyau et peut-

être phosphorylée.  

Après élimination des produits à tester et rinçage des cellules au PBS, les cellules sont 

grattées à l’aide d’un grattoir, collectées puis les culots cellulaires sont rincés  deux fois au 

PBS. Les cellules ont ensuite lysée par un tampon de lyse cellulaire puis les lysats sont 

centrifugés afin de récupérer les fractions nucléaires. L’évaluation de l’expression de la 

protéine p53 et de sa forme phosphorylée sur la sérine 46 est réalisée selon le protocole 
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fourni par le fabricant Cyclex. Une détermination de la quantité de protéines est effectuée 

en parallèle suivant la méthode BCA. 

• Evaluation de l’activation de NRF-2  

NF-E2-related factor ou NRF-2 est un facteur de transcription impliqué dans les 

mécanismes de stress oxydant. Après extraction nucléaire selon le protocole du fourni par le 

fabricant Active motif, l’évaluation de l’activation de la protéine NRF-2 est réalisée selon le 

protocole fourni par ce même fabricant. Une détermination de la quantité de protéines est 

effectuée en parallèle suivant la méthode BCA. 

• Evaluation de l’activation de PPARγ  

PPARγ est un facteur de transcription impliqué dans différentes voies de signalisation 

cellulaire. Après extraction nucléaire selon le protocole du fourni par le fabricant Active 

motif, l’évaluation de l’activation de la protéine PPARγ  est réalisée selon le protocole fourni 

par ce même fabricant. Une détermination de la quantité de protéines est effectuée en 

parallèle suivant la méthode BCA. 

 

2.2.3. Analyse par bioluminescence 

2.2.3.1. Principe de l’analyse par bioluminescence 

L’analyse par bioluminescence repose sur le principe de la transformation d’une 

molécule biologique non luminescente, généralement de la luciférase NT, en un composé 

émettant de la lumière, généralement de la luciférase, après ajout de substrats adéquats. 

2.2.3.2. Test réalisé par bioluminescence 

Les cellules sont ensemencées en microplaque 96 puits selon le protocole décrit 

précédemment. 

• Evaluation du glutathion total et oxydé 
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Le glutathion intervient dans la régulation du stress oxydant au sein de la cellule en 

maintenant le potentiel redox cytoplasmique et permet l’élimination des espèces réactives 

de l’oxygène. 

Le dosage de la forme totale et de la forme oxydée du glutathion a été réalisé selon le 

protocole fourni par le fabricant Promega. 

• Evaluation de l’ATP total 

L’ATP est produit lors de la respiration mitochondriale par la chaîne respiratoire 

mitochondriale. Une perturbation de l’activité mitochondriale peut avoir un impact sur la 

production d’ATP. 

Le dosage de l’ATP total a été réalisé selon le protocole fourni par le fabricant Promega 

après élimination des surnageants cellulaires. 

 

2.2.4. Analyse par colorimétrie 

• Dosage de protéines par la technique de l’acide bicinchoninique BCA 

Le dosage BCA est un dosage colorimétrique des protéines très sensible. Cette méthode 

est basée sur la réduction des ions Cu2+ en ions Cu+ suivie de la formation de complexes 

colorés du Cu+ avec l’acide bicinchoninique. Ces complexes absorbent à une longueur d’onde 

de 562nm. L’intensité de la coloration est proportionnelle à la concentration en protéines 

totales. 

Un mélange de BCA et de Cu2+ est réalisé selon un ratio 50 :1. 80µL de ce mélange sont 

ajoutés à 10µL d’extrait protéique à doser. Après 30 minutes d’incubation à l’incubateur, 

l’absorbance est lue par le Safire. 

• Mesure de l’activité de la succinate déshydrogénase mitochondriale 

La succinate déshydrogénase est une enzyme appartenant au complexe II de la chaine 

respiratoire mitochondriale. Le MTT pénètre dans la mitochondrie où il est réduit par cette 

enzyme en cristaux de formazan, ce qui le fait passer d’une couleur jaune à une couleur 

violette dans les cellules viables absorbant à 540nm. 
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Une solution à 0,5mg/mL de MTT est préparée dans du milieu de culture sans SVF. Après 

élimination des produits à tester et rinçage des cellules au PBS, la solution de MTT est 

distribuée dans les puits. La microplaque est alors placée dans l’incubateur pendant 3 

heures. La solution de MTT en excès est alors éliminée par retournement de la plaque, les 

cellules sont rincées au PBS puis les cristaux de formazan présents dans les cellules sont lysés 

par ajout de DMSO. La plaque est ensuite agitée durant 15 minutes afin d’homogénéiser le 

MTT et est lue au Safire. 

2.2.5. Analyse par In Cell Western 

2.2.5.1. Principe de l’analyse par In-Cell Western 

L’In-Cell Western est une technique permettant d’évaluer l’expression d’une protéine 

sur cellules entières. Cette technique consiste à réaliser un marquage avec un anticorps 

primaire dirigé contre la protéine d’intérêt et un anticorps secondaire directement en 

microplaque, sur cellules entières préalablement fixées et perméabilisées. L’anticorps 

secondaire étant couplé à un fluorochrome fluoresçant dans l’infrarouge, la fluorescence 

émise peut être lue sur le système d’imagerie Odyssey® (Li-Cor ScienceTec), puits par puits. 

De plus, l’ADN des cellules étant également marqué par une sonde fluorescente, le TO-PRO-

3, la quantité de fluorescence émise par le système anticorps primaire / anticorps secondaire 

lié à la protéine d’intérêt peut être normalisée par rapport au nombre de cellules dans le 

puits et ainsi donner un niveau d’expression relatif de la protéine. 

2.2.5.2. Tests réalisés par In-Cell Western 

Les cellules sont ensemencées en microplaque 96 puits selon le protocole 

précédemment décrit. 

Selon notre adaptation du protocole de 2010 d’Audebert (Audebert et al. 2010), le test 

se déroule ainsi : après élimination des produits à tester et rinçage des cellules au PBS, les 

cellules sont fixées au paraformaldéhyde 4% durant 20 minutes puis neutralisées par du 

NH4Cl à 20mM pendant 2 minutes. Elles sont ensuite perméabilisées par du triton à 0,2% 

dans du PBS pendant 5 minutes puis bloquées par une solution contenant 10% de SVF et 

0,2% de triton dans du PBS pendant 1 heure à température ambiante. Les cellules sont 
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ensuite incubées avec l’anticorps primaire pendant 2 heures puis avec l’anticorps secondaire 

à l’obscurité pendant 1 heure. Lors de cette dernière incubation, du TO-PRO-3 à 2µM est 

ajouté dans les puits. Les anticorps primaires et secondaires sont dilués dans du tampon PBS 

contenant 2% de SVF et 0,2% de triton. La plaque est ensuite lue par l’Odyssey à 700nm pour 

détecter l’ADN et 800nm pour détecter la fluorescence de l’anticorps secondaire. 

Ce protocole a été utilisé pour déterminer l’expression du récepteur P2X7, du récepteur 

CD44 et de la forme phosphorylée de l’histone H2AX, γH2AX, qui apparait en cas de cassures 

double brin de l’ADN. Les anticorps ont été utilisés aux dilutions suivantes : 

- anticorps primaire de lapin dirigé contre le récepteur P2X7 (référence sc-25698, Santa 

cruz) : 1/100 

- anticorps primaire de lapin dirigé contre le récepteur CD44  (référence HPA005785, 

Sigma-Aldrich) : 1/200 

- anticorps primaire de lapin dirigé contre l’histone γH2AX  (référence 9718, Cell 

Signaling) : 1/200 

- anticorps secondaire DyLight 800 anti-lapin (référence 5151, Cell Signaling): 1/500 

 

2.2.6. Analyse par Cytomérie en flux 

2.2.6.1. Principe de la cytométrie en flux 

La cytométrie en flux est définie comme l’étude précise, à l’aide d’un rayon laser, de 

cellules isolées entraînées par un flux liquide. Les cellules en suspension sont guidées à l’aide 

d’un flux laminaire liquide assurant un défilement en « file indienne » devant un système 

d’illumination. Ce système d’illumination et de détection permet d’effectuer l’analyse d’une 

cellule donnée dans un temps très court, de l’ordre de quelques millisecondes. Chaque 

cellule est étudiée séparément et la distribution des caractères des cellules composant 

l’échantillon peut ainsi être analysée (taille, structure, fluorescence…). Le cytomètre en flux 

utilisé dans notre étude est un Accuri C6. 
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2.2.6.2. Préparation des cellules 

Les cellules de notre étude étant toutes adhérentes et la technique de cytométrie en 

flux nécessitant des cellules en suspension, la préparation des cellules diffère de celle 

utilisée en microtitration. 

Les cellules sont ensemencées dans des plaques 6 puits à une concentration de 

150 000 cellules / mL en ce qui concerne les cultures primaires et 120 000 cellules / mL pour 

la lignée de cellules JEG-3, afin d’obtenir la confluence en 24 heures. Les plaques 6 puits sont 

placées à l’incubateur thermostaté à 37°C sous une atmosphère contrôlée à saturée en 

humidité et à 5% de CO2. Après 24 heures, les cellules ont adhéré au fond des boîtes de Pétri 

et peuvent être incubées avec les produits à tester. Le milieu de culture est alors éliminé par 

retournement de la plaque 6 puits, les cellules sont rincées au tampon PBS pour éliminer les 

débris cellulaires et les produits à tester sont distribués dans les puits de la microplaque, à 

raison de 2mL par puits. Après incubation de temps souhaité avec les produits à tester, les 

cellules sont rincées au PBS puis décollées avec de la trypsine pendant 3 minutes. Les 

cellules sont ensuite collectées dans des tubes à centrifuger dans de la glace puis rincées au 

PBS. La manipulation doit se faire sur de la glace et le plus rapidement possible afin de 

limiter les risques de mort cellulaire. 

2.2.6.3. Tests réalisés en cytométrie en flux 

• Analyse du cycle cellulaire et de la fragmentation de l’ADN (pic SubG1) 

Après centrifugation et récupération des culots cellulaires, ces derniers sont 

perméabilisés par une solution de triton à 0,1% dans du PBS contenant 0,5mg/mL de RNAse 

pendant 5 minutes dans la glace puis incubés avec une solution d’iodure de propidium à 

0,5µg/mL pendant 3 minutes. Après centrifugation et élimination de la sonde en excès, les 

cellules sont remises en suspension dans du PBS et la fluorescence de l’iodure de propidium 

lié à l’ADN dans les cellules est ensuite lue au cytomètre en flux. 

• Evaluation de l’expression de la protéine ZO-1 

Après centrifugation et récupération des culots cellulaires, ces derniers sont rincés par 

une solution d’albumine de sérum bovin (BSA) à 0,5% dans du PBS. Les cellules sont ensuite 

incubées avec un anticorps primaire de lapin dirigé contre la protéine ZO-1 (Zymed 
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Laboratories) dilué au 1/100 dans la solution de PBS+BSA pendant 30 minutes. Après rinçage 

les cellules sont incubées avec un anticorps secondaire de chèvre anti-lapin couplé à l’Alexa 

Fluor® 488 (Invitrogen) dilué au 1/2000 dans la solution de PBS+BSA pendant 30 minutes. 

Après centrifugation et élimination de l’anticorps secondaire en excès, les cellules sont 

remises en suspension dans du PBS et la fluorescence de l’anticorps secondaire est lue par le 

cytomètre en flux. 

• Evaluation de l’expression de la protéine cavéoline-1 

Après centrifugation et récupération des culots cellulaires, les cellules sont incubées 

avec un anticorps primaire de lapin dirigé contre la protéine cavéoline-1 (Sigma-Aldrich) 

dilué au 1/100 dans  du PBS pendant 45 minutes. Après rinçage les cellules sont incubées 

avec un anticorps secondaire anti-lapin couplé à la FITC (Sigma-Aldrich) dilué au 1/40 dans 

une solution de PBS pendant 30 minutes. Après centrifugation et élimination de l’anticorps 

secondaire en excès, les cellules sont remises en suspension dans du PBS et la fluorescence 

de l’anticorps secondaire est lue par le cytomètre en flux. 

2.2.7. Analyse par microscopie optique 

• Prolifération cellulaire 

Afin d’étudier la prolifération cellulaire, les cellules de la lignée JEG-3 et de la lignée 

HaCat sont ensemencées en plaque 48 puits à 50 000 cellules / mL dans du milieu de culture 

contenant 10% de SVF. Chaque jour, un puits de cellules par condition est décollé par de la 

trypsine puis les cellules sont comptées à l’aide d’un hématimètre (cellule de Thoma) 

pendant 4 jours. La concentration cellulaire (cellules / mL) est obtenue en multipliant la 

moyenne des deux cadrans par un facteur de 104. 

• Migration cellulaire 

Les cellules de la lignée JEG-3 sont ensemencées en plaque 6 puits à 120 000 cellules / 

mL dans du milieu de culture. 24 heures plus tard, lorsque les cellules sont à confluence, une 

plaie est réalisée à l’aide d’un cône de pipette sur le tapis cellulaire (Jour 0). Les débris 

cellulaires sont alors éliminés par rinçage au PBS puis les cellules sont incubées avec les 

produits à tester le temps voulu. Les tapis cellulaires sont ensuite étudiés après 72 heures 

d’incubation (Jour 3). La surface des plaies est analysée par le logiciel Image J qui permet une 
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quantification en unités arbitraires. Le ratio de la surface de plaie observée au Jour 0 sur 

celle observée au Jour 3 correspond au facteur de migration des cellules. 

2.2.8. Analyse par microscopie confocale de fluorescence 

2.2.8.1. Principe de la microscopie confocale de fluorescence 

En microscopie classique à épifluorescence, un des problèmes majeurs est la présence 

d’un bruit de fond important lié à l’épaisseur de l’objet observé. Bien que la mise au point se 

fasse sur un plan focal bien précis, l’enregistrement de l’information est entaché par un bruit 

de fond qui se superposer à l’image du plan observé : ce bruit résulte de l’excitation par la 

source lumineuse de tous les fluorochromes situés sur le trajet lumineux. Le microscope 

confocal agit comme un microscope optique. Son principe consiste à focaliser, par 

l’intermédiaire d’un pinhole, un faisceau laser qui excite les fluorochromes en un point de 

l’échantillon, puis à récupérer sur un photomultiplicateur le signal lumineux émis en ce 

point. Un diaphragme qui arrête tout signal ne provenant pas du plan focal est placé devant 

le photomultiplicateur. Le signal reçu est amplifié dans le photomultiplicateur, traité afin 

d’améliorer le rapport signal / bruit, puis numérisé. L’image est construite point par point 

par balayage X, Y du champ analysé à l’aide de miroirs de déflexion de la source lumineuse. 

Le déplacement de la préparation selon l’axe Z permet la saisie de différents plans optiques 

dans l’épaisseur de l’échantillon. 

2.2.8.2. Préparation des cellules 

Les cellules de la lignée JEG-3 sont ensemencées à 80 000 cellules / mL à raison de 

200µL dans les chambres de Lab-TekTM 8 puits. Les Lab-TekTM sont des lamelles traitées pour 

la culture cellulaire et compartimentées permettant une analyse microscopie spécialement 

adaptée à la culture cellulaire. Leurs puits sont amovibles, permettant une incubation des 

cellules avec les produits à tester directement sur les lames de microscope. 

2.2.8.3. Tests réalisés en microscopie confocale de fluorescence 

Après ensemencement, les cellules sont placées durant 24 heures à l’incubateur 

thermostaté à 37°C sous une atmosphère contrôlée à saturée en humidité et à 5% de CO2. 
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Après 24 heures, les cellules ont adhéré au fond des Lab-tekTM et peuvent être incubées avec 

les produits à tester. Le milieu de culture est alors éliminé par retournement de la Lab-tekTM, 

les cellules sont rincées au tampon PBS pour éliminer les débris cellulaires et les produits à 

tester sont distribués dans les puits de la microplaque, à raison de 200µL par puits. 

• Evaluation de l’expression de la protéine ZO-1 et du récepteur P2X7 

Après élimination des produits à tester et rinçage des cellules au PBS, les cellules sont 

fixées au paraformaldéhyde 2% contenant 2mM de calcium durant 20 minutes puis 

perméabilisées par du triton à 0,2% dans du PBS pendant 20 minutes. Les cellules sont 

ensuite incubées pendant une heure avec l’anticorps primaire, soit un anticorps de lapin 

dirigé contre le récepteur P2X7 (Santa cruz) dilué au 1/50, soit un anticorps de lapin dirigé 

contre la protéine ZO-1 (Zymed Laboratories) dilué au 1/100, dans du PBS contenant 1% de 

BSA. Les cellules sont par la suite incubées avec un anticorps secondaire de chèvre dirigé 

contre les anticorps de lapin et dilué au 1/125 dans la solution de PBS + BSA à 1% pendant 1 

heure. Les noyaux sont par la suite marqué par une incubation des cellules pendant 10 

minutes avec du TO-PRO-3 dilué au 1/500 dans la solution de PBS + BSA à 1%. Les cases de la 

Lab-tekTM sont alors retirées, une goutte de milieu de montage Vectashield est déposée dans 

chaque puits et le montage est complété par l’ajout d’une lamelle de verre scellée par du 

vernis. Une fois le montage terminé, les cellules sont observées au microscope confocal. 

• Evaluation de l’expression des phosphatidylsérines dans le feuillet externe de la 

membrane plasmique 

Après élimination des produits à tester et rinçage des cellules au PBS, les cellules sont 

fixées au paraformaldéhyde 2% contenant 2mM de calcium durant 20 minutes. Les cellules 

sont ensuite incubées pendant une heure avec de l’annexine V diluée au 1/10 dans du PBS. 

Les cases de la Lab-tekTM sont alors retirées, une goutte de milieu de montage Vectashield 

est déposée dans chaque puits et le montage est complété par l’ajout d’une lamelle de verre 

scellée par du vernis. Une fois le montage terminé, les cellules sont observées au microscope 

confocal. 
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2.2.9. Analyse par spectrométrie de masse 

  Le dosage du BaP et la recherche de certains de ses métabolites a été réalisée en 

spectrométrie de masse. Pour cela, les cellules à confluence en flasque ont été incubées 

avec le BaP puis rincées, décollées par 3mL de trypsine et collectées. Les culots cellulaires 

sont rincés deux fois au PBS, remis en suspension dans 1mL d’eau et 50µL d’étalon interne à 

5µM puis soniqués pendant 5 minutes à 4°C. Les homogénats cellulaires sont extraits deux 

fois par 2mL de dichlorométhane puis 2mL d’acétate d’éthyle. Après évaporation du solvant, 

les extraits secs sont remis en solution dans 100µL d’un mélange de méthanol et 

d’acétonitrile (1 :1, v/v) et 5µL sont injectés dans le système UPLC-APPI-MS. 

Les surnageants cellulaires sont également utilisés pour la détection du BaP. 50µL 

d’étalon interne à 50mM sont ajoutés aux surnageants puis ces derniers sont extraits deux 

fois dans 2mL de dichlorométhane puis 2mL d’éthyle acétate. Les extraits secs sont alors 

remis en suspension dans 100µL d’un mélange de méthanol et d’acétonitrile (1:1, v/v) et 5µL 

sont injectés dans le système UPLC-APPI-MS. Pour l’identification des métabolites du BaP 

dans les surnageants, 10mL de surnageant ont été  extraits par 40mL de solvants organiques 

suivant le même protocole. 

Tous les échantillons sont analysés par chromatographie liquide ultra haute 

performance à polarité de phase inversée (ACQUITY UPLC®, Waters) couplée à un 

spectromètre de masse hybride quadrupôle teps de vol orthogonal (SYNAPT® G2 haute 

définition, Waters) équipé d’une source de photoionisation à pression atmosphérique (APPI) 

fonctionnant en mode d’ionisation positif. Le nom entier de l’appareillage est résumé sous le 

terme UPLC-APPI-MS. La séparation chromatographique du BaP et de ses métabolites a été 

réalisée en gradient d’élution sur une colonne CSH C18 de 1,8µm (2,1 x 100mm) 

thermostastée à 25°C en utilisant comme phase mobile un mélange d’acide formique 0,01% 

dans l’eau et d’acétonitrile à un débit de 0,4mL/minute. Pour la quantification du BaP, la 

chromatographie a été réalisée en élution isocratique à l'aide d'une phase mobile constituée 

d’un mélange d’acide formique 0,01 % dans l'eau et d’acétonitrile 15/85 (v/v) pendant 5 

minutes. L’identification des métabolites du BaP est effectuée en gradient d'élution à l'aide 

d'un mélange 0,01 % dans l'eau et d’acétonitrile. Une seconde pompe (LC-20AD, Shimadzu, 

Japan) est utilisée pour distribuer à un débit de 0,05mL/minute un mélange d’anisole et de 
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toluène (1:1, v/v), utilisé comme dopant ionisant. La source APPI (IonSABRE™ APPI-APCI-

Dual-Mode Ionization Source, Waters) est utilisée avec une lampe à UV à décharge de 10eV 

de krypton. Les paramètres de la source d’ionisation utilisés sont les suivants : température 

de la source 120°C, température de désolvatation 400°C, débit de gaz dans le cône 20 L/h, 

débit de gaz de désolvatation 900 L/h, tension du cône d’extraction 4 V, tension du cône 

d’échantillonnage 35 V, tension du transfert de la source APPI 1 kV. Les spectres de masse 

haute résolution sont acquis dans une gamme de m/z allant de 50 à 1000 avec un temps de 

balayage de 0,1 seconde et un intervalle de balayage de 0,01 seconde, en utilisant une 

résolution de masse cible de 21500 (FWHM défini pour m/Z = 500). 
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3. RESULTATS 

Dans toutes nos expériences, le BaP est solubilisé dans du DMSO à 40mM ; cette 

solution mère est utilisée pour réaliser les gammes de dilutions. La concentration finale 

maximale en DMSO sur les cellules est de 0,025%. Aucune différence significative entre le 

DMSO à 0,025% et le contrôle négatif correspondant au milieu de culture ayant servi à diluer 

les micropolluants à tester (« negative control » dans les graphes) n’étant mise en évidence 

pour tous les tests effectués, la condition DMSO n’apparaitra pas sur les figures par la suite. 

 

- 108 - 

  



 

 

 

 
 

 

 

Sélection du modèle d’étude placentaire : 

culture primaire versus lignées cellulaires    

(BeWo et JEG-3) 
 

  



3.1. SELECTION DU MODELE D’ETUDE PLACENTAIRE 

• Objectif 

Le but de notre travail est dans un premier temps de sélectionner un modèle d’étude 

de cellules placentaires adapté à l’étude de la toxicité induite par des micropolluants. 

• Approche expérimentale 

Nous avons étudié la cytotoxicité induite par le BaP sur différents modèles placentaires, 

la culture primaire de trophoblastes, la lignée cellulaire de trophoblastes BeWo et la lignée 

de trophoblastes JEG-3, par un test de viabilité cellulaire en microplaque, l’analyse du pic 

SubG1 en cytométrie en flux et une observation microscopique des tapis cellulaires à 

confluence. 
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 CULTURE PRIMAIRE DE TROPHOBLASTES 

   

Figure 21. Viabilité cellulaire. Les cellules sont incubées pendant 48 heures avec une 

gamme de concentrations de BaP ou du chlorure de benzalkonium (BAC) à 0,005µM puis la 

viabilité cellulaire est évaluée par un test au rouge neutre en microtitration 

cytofluorimétrique. *** p < 0.001 vs negative control 

 

La viabilité cellulaire est fixée à 100% en absence de BaP. Le témoin positif de mort 

cellulaire que nous avons choisi (le conservateur chlorure de benzalkonium BAC) induit une 

perte conséquente de viabilité cellulaire. A l’inverse, le BaP n’induit aucune perte de viabilité 

après 48 heures d’incubation sur les cultures primaires de trophoblastes jusqu’à 10µM. Nous 

avons choisi d’étudier trois concentrations de BaP éloignées les unes des autres d’un facteur 

10 afin de couvrir une large gamme de concentrations. 

Afin d’étudier plus en détail d’éventuels effets apoptotiques du BaP qui ne sont pas mis 

en évidence par un test de viabilité cellulaire, nous nous sommes intéressée à une étape 

irréversible de l’apoptose, la fragmentation de l’ADN, via l’analyse du pic SubG1. 
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Figure 22. Analyse du pic SubG1. Les cellules sont incubées pendant 48 heures avec du 

BaP ou de la camptothécine 10µM puis l’ADN des cellules est marqué à l’iodure de 

propidium et les cellules sont analysées en cytométrie en flux. Le pourcentage de cellules en 

SubG1 est déterminé par le pourcentage de cellules détectées sous le trait rouge Ces 

résultats sont représentatifs de 2 expérimentations. 
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Le BaP n’induit pas l’apparition d’un pic subG1 après 48 heures d’incubation et ne 

semble donc pas induire de mécanisme apoptotique. Après incubation avec la 

camptothécine, 90,5% de la population cellulaire ont leur ADN fragmenté.  

Les cultures primaires de trophoblastes semblent être un modèle pertinent et 

intéressant puisqu’il répond aux agents toxiques testés (BAC et camptothécine) et ces 

cellules montrent des réponses cellulaires différentes de celles auxquelles nous pouvions 

nous attendre avec le BaP. En effet, dans la littérature, il apparait que le BaP induit la mort 

cellulaire aux concentrations que nous avons testées sur d’autres modèles cellulaires (Chang 

et al. 2007). Bien que les cultures primaires de trophoblastes pourraient être intéressantes 

pour étudier les effets toxiques de micropolluants, les difficultés d’obtention hospitalière de 

placentas et donc de cultures primaires de trophoblastes rendent difficile l’utilisation de ce 

modèle cellulaire en routine. De plus, il faut également prendre en compte la variabilité 

interindividuelle qui peut influencer l’obtention de résultats reproductibles pour la suite des 

expériences. Un autre paramètre important à prendre en compte est le fait que nous 

voulons mettre en évidence des biomarqueurs induits par le BaP et le DEHP à des temps 

longs, pour se rapprocher au mieux d’une exposition chronique. Or, les cultures primaires de 

trophoblastes tendent à dégénérer rapidement, environ 72h après isolement. Notre intérêt 

s’est alors porté sur un autre modèle placentaire, la lignée de cellules BeWo, que nous avons 

exposée aux micropolluants durant un temps d’incubation plus long que les cultures 

primaires de trophoblastes. 
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 LIGNEE DE TROPHOBLASTES BeWo 

 

Figure 23. Viabilité cellulaire. Les cellules sont incubées pendant 72 heures avec une 

gamme de concentration de BaP puis la viabilité cellulaire est évaluée par un test au rouge 

neutre en microtitration cytofluorimétrique. 

 

Après 72 heures d’incubation, le BaP ne semble induire aucune cytotoxicité significative. 

Cependant, la grande variabilité existant au sein de chaque condition rend difficile une 

analyse statistique correcte. 

Afin de déterminer si cet effet de mauvaise reproductibilité est dû au micropolluant BaP 

ou au modèle cellulaire utilisé, nous avons incubé cette lignée avec un autre micropolluant 

d’intérêt, le DEHP. 
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Figure 24. Viabilité cellulaire. Les cellules sont incubées pendant 72 heures avec une 

gamme de concentrations de DEHP puis la viabilité cellulaire est évaluée par un test au 

rouge neutre en microtitration cytofluorimétrique. *** p < 0.001 vs 0µM de DEHP. 

 

Après 72 heures d’incubation, le DEHP induit une perte de viabilité significative à partir 

de 25µM. Cependant, là encore, la grande variabilité existant au sein de chaque condition 

rend difficile une analyse statistique correcte pour les concentrations inférieures à 25µM. 

 Afin de mieux comprendre cette forte variabilité, nous avons observé les tapis 

cellulaires au microscope à chaque étape de l’expérimentation. 
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Figure 25. Tapis cellulaire de cellules BeWo décollées observé en microscopie optique 

après le second rinçage au PBS du test au Rouge neutre (x100). Ce tapis cellulaire n’est 

incubé avec aucun micropolluant. 

 

Il apparait que le tapis cellulaire de BeWo à confluence, qu’il soit incubé ou non avec le 

micropolluant, se décolle lors des différentes étapes de rinçage et de dépôt de sonde du test 

au rouge neutre. En effet, le tapis cellulaire est encore à confluence lorsque le produit à 

tester est éliminé par retournement de la microplaque mais les cellules se décollent lors de 

l’ajout de la sonde rouge neutre et les rinçages au PBS (Figure 25). Cette observation 

expliquerait ainsi la faible reproductivité entre les différents puits d’une même condition et 

ainsi la grande variabilité des résultats obtenus. 

Du fait de la forte variabilité des résultats observée, la lignée cellulaire BeWo qui est 

couramment utilisée pour les études de physiologie placentaire ne semble pas facilement 

utilisable en routine pour les tests de toxicologie qui se font principalement en microplaque. 

Nous avons donc comparé les tapis cellulaires de la lignée JEG-3 aux BeWo. 
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 LIGNEE DE TROPHOBLASTES JEG-3 

 

Figure 26. Tapis cellulaire de cellules JEG-3 observé en microscopie optique après le 

second rinçage au PBS du test au Rouge neutre (x100). Ce tapis cellulaire n’est incubé avec 

aucun micropolluant. 

Après observation microscopique, les cellules JEG-3 ne se décollent pas après rinçage au 

PBS lors de la réalisation des tests de viabilité, à l’inverse des cellules de la lignée BeWo. 

• Discussion 

Les cultures primaires sont difficiles à récupérer car leur obtention est dépendante des 

services hospitaliers. Elles permettent difficilement d’obtenir des résultats reproductibles du 

fait de la variabilité interindividuelle et ne peuvent être en contact avec les produits à tester 

que durant 48 heures maximum ; elles ne nous semblent donc pas un modèle facilement 

utilisable pour l’étude de la cytotoxicité de micropolluants chroniques. La lignée de 

trophoblastes BeWo est couramment utilisée dans les études de physiologie placentaire 

mais elle ne semble pas être adaptée aux tests en microplaque. Or, la majorité des études de 

toxicologie se faisant sur ce type de support, cette lignée ne semble pas adaptée à nos 

études. Etant donné que les cellules de la lignée JEG-3 ne se décollent pas en microplaque, 

nous avons réalisé la suite de nos travaux sur cette lignée de trophoblastes. 
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Recherche sur le micropolluant DEHP et son 

métabolite le MEHP 
 

  



3.2. ETUDE DES EFFETS DU DEHP ET DE SON METABOLITE LE MEHP 

SUR LE PLACENTA : TROPHOBLASTES ET MACROPHAGES 

3.2.1 Etude des effets du DEHP et de son métabolite le MEHP sur la lignée 

placentaire JEG-3 

• Objectif 

L’objectif de cette partie est d’étudier la toxicité cellulaire du DEHP et de son métabolite 

le MEHP sur notre modèle de cellules placentaires trophoblastiques. Nous nous proposons 

d’étudier les perturbations endocriniennes par le dosage de deux hormones placentaires, 

l’hCG hyperglycosylée et l’hPL, mais aussi les mécanismes d’action toxiques notamment en 

termes d’altérations mitochondriales et de marqueurs d’apoptose, ainsi que l’étude d’un 

biomarqueur de dégénérescence, le récepteur P2X7. 

• Approche expérimentale 

 

 Effet cytotoxique du DEHP 

 

Dans un premier temps, nous avons étudié la viabilité cellulaire de la lignée JEG-3 après 

incubation avec le DEHP. 
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Figure 27. Viabilité cellulaire. Les cellules JEG-3 sont incubées pendant 72 heures avec 

une gamme de concentrations de DEHP puis la viabilité cellulaire est évaluée par un test au 

rouge neutre en microtitration cytofluorimétrique  *** p < 0.001 vs 0µM de DEHP. 

 

     Le DEHP induit une perte de viabilité significative à partir de 50µM après 72 heures 

d’incubation. Ainsi, étant donné que le DEHP a un effet cytotoxique et que la littérature 

décrit qu’il exerce ses effets par l’action de ses métabolites, cela laisse penser qu’il est 

métabolisé par notre modèle. De plus, la variabilité au sein d’une même condition, 

représentée par la hauteur des barres d’erreur, est beaucoup moins importante en utilisant 

ce modèle cellulaire plutôt que les modèles précédents, ce qui nous conforte dans l’idée que 

notre modèle cellulaire pourrait être un modèle d’étude pertinent. Nos objectifs étant de 

mettre en évidence des biomarqueurs de perturbation endocrinienne et de dégénérescence 

sur un modèle in vitro, il nous parait important de maximiser les effets que l’on pourrait 

observer en incubant les cellules non pas directement avec du DEHP mais avec son 

métabolite le plus toxique, le MEHP. 
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 Effet cytotoxique du MEHP 

 

 

Figure 28. Viabilité cellulaire. Les cellules JEG-3 sont incubées pendant 72 heures avec 

une gamme de concentrations de MEHP puis la viabilité cellulaire est évaluée par un test au 

rouge neutre en microtitration cytofluorimétrique.* p < 0,01, *** p < 0.001 vs 0µM de 

MEHP. 

 

Le MEHP induit une perte de viabilité significative à partir de 25µM après 72 heures 

d’incubation. En toxicologie pour l’étude des dispositifs médicaux, on se réfère souvent à la 

norme ISO 10993-5 qui définit qu’un produit est cytotoxique lorsqu’il induit une perte de 

viabilité de 30% ou plus. Ainsi, bien que la perte de viabilité de 20% observée à 10µM de 

MEHP soit statistiquement significative, cette concentration n’est pas cytotoxique au sens 

strict du terme. Pour la suite de notre étude, nous incuberons les cellules aux concentrations 

de MEHP suivantes : 1µM, 5µM et 10µM. 

 Activation du récepteur PPARγ 

Afin de valider la réponse cellulaire de notre modèle d’étude au MEHP, nous nous 

sommes basée sur la littérature qui décrit que le MEHP est un ligand exogène du récepteur 
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PPARγ qu’il est capable d’activer et avons donc étudié l’activation de ce récepteur par le 

MEHP. 

 

Figure 29. Activation du récepteur PPARγ. Les cellules JEG-3 sont incubées pendant 24 

heures avec du MEHP. L’activation du récepteur PPARγ est mesurée par technique ELISA sur 

les extraits nucléaires préalablement isolés. *** p < 0.001 vs negative control. 

 

 Dès la plus faible concentration, le MEHP induit l’activation du récepteur PPARγ. Ainsi, 

notre modèle cellulaire semble fonctionnel et adapté à l’étude des effets du MEHP. 

Le MEHP étant un PE et la lignée de cellules JEG-3 ayant une fonction de sécrétion 

hormonale, nous nous intéresserons à mettre au point des tests permettant de détecter une 

perturbation hormonale induite par le MEHP.  

 

 Evaluation de la sécrétion hormonale 

Le MEHP étant classé comme PE avéré, nous avons voulu évaluer par des tests in vitro 

différents de ceux classiquement utilisés cette perturbation endocrinienne, et ce dans le but 

d’élargir le panel de tests déjà existants. Pour cela, nous avons étudié la sécrétion d’hCG 

hyperglycosylée et d’hPL induites par le MEHP sur notre modèle cellulaire de trophoblastes 

après 72 heures d’incubation. 
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Figure 30. Sécrétion hormonale induite par le MEHP. Les cellules JEG-3 sont incubées 

pendant 72 heures avec du MEHP. La sécrétion d’hCG hyperglycosylée (a) et d’hPL (b) est 

mesurée dans les surnageants cellulaires par la technique ELISA.                                              

*** p < 0.001 vs negative control.  

 

Le MEHP n’induit aucune modification de la sécrétion d’hCG hyperglycosylée mais 

augmente fortement la sécrétion d’hPL quelle que soit la concentration testée. Le dosage de 

ces hormones semble donc intéressant pour l’identification de PE. 

Afin de valider l’intérêt du dosage de ces hormones dans le cas de la détection de PE, 

nous avons voulu étudier la sécrétion de l’hCG hyperglycosylée et de l’hPL après incubation 

des cellules trophoblastiques avec une autre molécule décrite dans la littérature comme un 

PE et classée en tant que tel par l’Union Européenne, le bisphénol A.  
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Figure 31. Viabilité cellulaire et sécrétion hormonale induite par le bisphénol A. Les 

cellules JEG-3 sont incubées pendant 72 heures avec une gamme de concentrations en 

bisphénol A. La viabilité cellulaire (a) est mesurée par le test au rouge neutre en 

microtitration cytofluorimétrique ; la sécrétion d’hCG hyperglycosylée (b) et d’hPL (c) est 

évaluée dans les surnageants cellulaires par la technique ELISA. *** p < 0.001 vs negative 

control.  
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Le bisphénol A n’induit aucune perte de viabilité jusqu’à 10µM. De plus, il n’entraîne 

aucun changement dans la sécrétion d’hCG hyperglycosylée mais augmente 

significativement la sécrétion d’hPL. Nous observons le même profil hormonologique quel 

que soit le PE étudié ; ces résultats confirment donc l’intérêt du dosage de ces deux 

hormones placentaires in vitro sur lignée cellulaire de placenta pour évaluer la perturbation 

endocrinienne induite par des PE. 

Par la suite, nous avons voulu savoir si la sécrétion de ces deux hormones placentaires 

pouvait être induite par les œstrogènes ou les androgènes. A cette fin, nous avons évalué la 

modification de sécrétion hormonale après incubation des cellules avec de la testostérone 

ou du 17β-œstradiol. 
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Figure 32. Viabilité cellulaire et sécrétion hormonale induite par la testostérone et le 

17β-œstradiol. Les cellules JEG-3 sont incubées pendant 72 heures avec de la testostérone 

(10µM) ou du 17β-œstradiol (10µM). La viabilité cellulaire (a) est mesurée par le test au 

rouge neutre  en microtitration cytofluorimétrique; la sécrétion d’hCG (b) et d’hPL (c) est 

évaluée dans les surnageants cellulaires par la technique ELISA. *** p < 0.001 vs negative 

control.  
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Ni la testostérone, ni le 17β-œstradiol n’induisent de perte de viabilité significative aux 

concentrations testées. La testostérone n’entraine aucune modification de la sécrétion 

d’hCG hyperglycosylée ou d’hPL, à l’inverse du 17β-œstradiol qui les augmente 

significativement et fortement. Ainsi, la sécrétion de ces deux hormones placentaires est 

induite par un œstrogène mais pas par l’androgène testé dans nos conditions. 

Le MEHP est souvent associé dans la littérature  à des altérations mitochondriales. Dans 

un autre volet de notre travail, notre objectif est donc d’étudier ces altérations sur le modèle 

cellulaire placentaire JEG-3. 

 

 Etude des altérations mitochondriales 

Les altérations mitochondriales sont entre autres caractérisées par une modification du 

potentiel transmembranaire, de la masse mitochondriale et de l’activité de la succinate 

déshydrogénase appartenant à la chaîne respiratoire mitochondriale. Nous avons donc 

évalué ces paramètres dans la suite de notre étude. 

 

 

Figure 33. Potentiel transmembranaire mitochondrial. Les cellules JEG-3 sont incubées 

pendant 72 heures avec du MEHP puis le potentiel transmembranaire mitochondrial est 

mesuré par la sonde rhodamine 123 en microtitration cytofluorimétrique.  
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Figure 34. Masse mitochondriale. Les cellules JEG-3 sont incubées pendant 72 heures 

avec du MEHP puis la masse mitochondriale est mesurée par la sonde NAO en microtitration 

cytofluorimétrique.  

 

 

Figure 35. Activité de la succinate déshydrogénase mitochondriale. Les cellules JEG-3 

sont incubées pendant 72 heures avec du MEHP puis l’activité de la succinate 

déshydrogénase mitochondriale est mesurée par le test colorimétrique au MTT.  

Aucun changement dans le potentiel transmembranaire mitochondrial, la masse 

mitochondriale ou l’activité de la succinate déshydrogénase mitochondrial n’est observé 

après incubation avec le MEHP. Ainsi, nous ne mettons pas en avant d’altération 

mitochondriale induite par le MEHP, ce qui sous entendrait que les cellules placentaires 
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présentent des réponses cellulaires spécifiques différentes de celles observées sur d’autres 

types cellulaires. 

Le MEHP n’induisant aucune perte de viabilité ni d’altération mitochondriale aux 

concentrations testées, notre intérêt s’est alors porté sur les mécanismes apoptotiques 

éventuellement induits par le MEHP aux concentrations subtoxiques. 

 

 Mécanismes apoptotiques 

L’apoptose est caractérisée entre autre par le clivage de pro-caspases en caspases, ce 

qui a pour fonction de les activer, et d’aboutir à la condensation de la chromatine qui est 

une étape irréversible. 

 

 

Figure 36. Activité de la caspase 8. Les cellules JEG-3 sont incubées pendant 72 heures 

avec du MEHP. L’activité des caspases 8 est mesurée par microtitration fluorimétrique après 

lyse des cellules et ajout de substrats. ** p<0,005 ; *** p < 0.001 vs negative control. 
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Figure 37. Activité de la caspase 3. Les cellules JEG-3 sont incubées pendant 72 heures 

avec du MEHP. L’activité des caspases 3 est mesurée par microtitration fluorimétrique après 

lyse des cellules et ajout de substrats. *** p < 0.001 vs negative control. 

 

 

Figure 38. Condensation de la chromatine. Les cellules JEG-3 sont incubées pendant 72 

heures avec du MEHP. La condensation de la chromatine est mesurée par microtitration 

fluorimétrique après incubation des cellules avec la sonde Hoeschst 33342.                          

*** p < 0.001 vs negative control.  

 

A 5 et 10µM, le MEHP induit l’activation concentration-dépendante de la caspase 8, 

impliquée dans la voie extrinsèque de l’apoptose, et la caspase 3, caspase effectrice de 
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l’apoptose, après 72 heures d’incubation. De plus, la condensation de la chromatine est 

également observée à 5µM et 10µM. Ainsi, le MEHP induit une apoptose caspase-

dépendante aux concentrations subtoxiques. 

La voie d’apoptose extrinsèque est médiée par l’activation de récepteurs membranaires. 

Parmi ceux-ci, le récepteur P2X7 est un récepteur impliqué dans les mécanismes de 

dégénérescence et peut induire la mort cellulaire lorsqu’il est activé. Nous avons dans un 

premier temps étudié son expression par les cellules JEG-3.  

 

Figure 39. Expression du récepteur P2X7 en microscopie confocale. (a) cellules JEG-3 

incubées avec l’anticorps primaire puis l’anticorps secondaire, (b) contrôle isotypique, 

cellules incubées avec un anticorps anti-IgG puis l’anticorps secondaire. L’ADN est marqué 

par la sonde TO-PRO-3. 
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Suite au marquage immunucytochimique du récepteur P2X7 et à l’observation en 

microscopie confocale, nous montrons que les cellules de la lignée trophoblastique JEG-3 

expriment le récepteur P2X7. Dans un second temps, nous avons étudié son activation après 

incubation avec le MEHP. 

 

 

Figure 40. Activation du récepteur de dégénérescence P2X7. Les cellules JEG-3 sont 

incubées pendant 72 heures avec du MEHP. Le test YO-PRO-1 en microtitration 

cytofluorimétrique est réalisé afin d’évaluer l’ouverture des pores de perméabilité du 

récepteur P2X7. * p <0,01 ;  *** p < 0.001 vs negative control.  

 

Le MEHP induit l’activation du récepteur de dégénérescence P2X7 de manière 

concentration dépendante dès 1µM. 

• Discussion 

Il a été suggéré que l’exposition au DEHP ou MEHP in utero pourrait être un facteur de 

risque d’accouchement prématuré (Y Zhang et al. 2009). Nous pensons qu’il est donc 

important d’étudier les mécanismes cellulaires sous-jacents à une telle exposition sur un 

modèle placentaire. Aux concentrations les plus élevées que nous avons testées, le DEHP 

exerce une cytotoxicité sur les cellules JEG-3. Il est connu que ses effets toxiques sont 

principalement médiés par ses métabolites. Nos résultats laissent donc supposer que la 
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cytotoxicité observée après incubation des cellules avec le DEHP est induite par ses 

métabolites ; le DEHP serait donc métabolisé par la lignée cellulaire JEG-3. Le MEHP étant le 

métabolite principal du DEHP, nous avons incubé les cellules avec du MEHP et avons observé 

qu’il exerce une cytotoxicité à partir de 25µM. Les concentrations de MEHP utilisées dans 

notre étude sont des concentrations proches de celles retrouvées dans le cordon ombilical. 

En effet, des concentrations de l’ordre du micromolaire et pouvant aller jusqu’à environ 

40µM de MEHP ont été retrouvées dans le cordon ombilical (Y Huang et al. 2014; Lin et al. 

2008; Y Zhang et al. 2009). Les concentrations de MEHP avec lesquelles nous avons travaillé 

pour étudier les effets cellulaires de ce micropolluant sont donc proches de la réalité 

physiologique. 

Nous avons par la suite souhaité valider notre modèle cellulaire pour l’étude du MEHP. 

Le MEHP est connu pour être un ligand du récepteur nucléaire PPARγ (Hurst and Waxman 

2003; Maloney and Waxman 1999) et il nous a paru pertinent d’étudier l’activation de ce 

récepteur sur notre modèle cellulaire. Nos résultats montrent une activation de PPARγ après 

incubation des cellules avec du MEHP durant 72 heures, ce qui suggère que la lignée de 

trophoblastes JEG-3 est une lignée adaptée à l’étude des effets toxiques induits par le MEHP. 

Le MEHP est issu du métabolisme du DEHP, classé PE avéré par l’Union Européenne ; 

nous avons donc souhaité étudier son effet PE. Pour cela, nous avons mesuré la sécrétion de 

deux hormones placentaires, l’hPL et l’hCG hyperglycosylée, par les cellules trophoblastiques 

JEG-3. Il apparait que le MEHP augmente la sécrétion d’hPL mais ne modifie pas la sécrétion 

d’hCG hyperglycosylée. Nous avons observé des résultats similaires après incubation des 

cellules trophoblastiques avec un autre PE reconnu, le bisphénol A. Les PE testés sur notre 

modèle cellulaire tendent donc à augmenter la sécrétion d’hPl sans modifier celle d’hCG 

hyperglycosylée. L’hPL est une hormone impliquée entre autres dans la préparation à la 

lactation et dans le phénomène d’insulinorésistance de la mère ayant pour objectif 

d’augmenter l’apport en nutriments au fœtus (Newbern and Freemark 2011). Une 

modification de la sécrétion d’hPL par le placenta pourrait donc avoir de graves 

conséquences sur la nutrition du fœtus et ainsi sur son développement. Il apparait essentiel, 

au vu de nos résultats et de la littérature, de doser la sécrétion de cette hormone dans 

l’évaluation du risque de nouveaux plastifiants. Ces tests de dosages hormonaux viendraient 
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compléter les tests actuellement utilisés pour l’étude des PE qui ont généralement recours à 

des modèles acellulaires ou à des levures. Ces modèles mesurent l’activation des récepteurs 

androgéniques et oestrogéniques ou le potentiel de liaison à ces récepteurs mais ne 

prennent pas en compte les régulations intracellulaires qui peuvent avoir lieu pour réparer 

les perturbations endocriniennes ; ils risquent donc de conclure à des faux positifs. Dans nos 

tests réalisés sur cellules vivantes humaines, nous ciblons l’étape finale des perturbations 

endocriniennes induites in vitro par les PE, à savoir la sécrétion hormonale. 

Notre objectif a ensuite été de déterminer si la sécrétion de ces deux hormones 

placentaires dépend de l’activation des récepteurs aux œstrogènes ou aux androgènes, car 

comme nous l’avons dit précédemment, la majorité des PE agit sur ces récepteurs. Nous 

avons donc incubé les cellules placentaires JEG-3 avec un œstrogène, le 17β-œstradiol, ou 

un androgène, la testostérone. Cette dernière n’induit aucune modification de la sécrétion 

des hormones placentaires étudiées. A l’inverse, le 17β-œstradiol conduit à une 

augmentation de la sécrétion de l’hPL mais aussi de l’hCG hyperglycosylée. En réalisant ce 

test, nous pensions pouvoir mettre en évidence un effet androgénique ou oestrogénique 

mimétique induit par les PE testés sur notre modèle. Or, nos PE d’intérêt conduisant à une 

augmentation de la sécrétion d’hPL mais pas d’hCG hyperglycosylée, leur profil hormonal ne 

ressemble ni à celui de la testostérone, qui ne modifie pas les sécrétions hormonales 

étudiées, ni à celui du 17β-œstradiol, qui augmente significativement les deux hormones 

dosées. Les mécanismes de perturbation endocrinienne induits par les PE testés sur notre 

modèle semblent donc être des mécanismes plus complexes que ceux auxquels nous nous 

attendions. De plus, il est à noter que la différence d’amplitude de signal de l’hPL sécrétée 

entre le 17β-œstradiol et les PE testés aux mêmes temps et concentrations est élevée. Ces 

données exprimeraient donc que la constante d’affinité de nos PE, nommés 

xénooestrogènes par certains auteurs (Buteau-Lozano et al. 2008; La Sala et al. 2010), sur le 

récepteur aux œstrogènes est inférieure à celle du 17β-œstradiol, ce qui confirme des 

résultats précédemment publiés (Yiu et al. 2014). 

Alors que les altérations mitochondriales sont généralement une des conséquences de 

l’exposition au MEHP et/ou DEHP (Ban et al. 2014; Chen et al. 2012), aucune altération 

mitochondriale n’a été observée jusqu’à 10µM de MEHP sur notre modèle cellulaire de 

trophoblastes JEG-3. Pourtant sur des cellules de Leydig, des altérations mitochondriales ont 
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été mises en évidence dans des conditions expérimentales proches des nôtres (Erkekoglu et 

al. 2010). Ces résultats suggèrent donc que les cellules placentaires possèdent des 

mécanismes de réponse spécifiques au micropolluant MEHP qui ne passent pas par la 

mitochondrie.  

Outre les altérations mitochondriales, le micropolluant MEHP est susceptible de causer 

d’autres dommages intracellulaires, notamment des mécanismes apoptotiques, comme il l’a 

été démontré sur d’autres modèles (Chen et al. 2012; Yokoyama et al. 2003). Sur notre 

modèle placentaire, le MEHP induit l’activation de la caspase 8 impliquée dans la voie 

d’apoptose extrinsèque, la caspase 3, caspase effectrice de l’apoptose, ainsi que la 

condensation de la chromatine, une étape irréversible de l’apoptose. L’activation de la 

caspase 8 associée à l’absence d’altération du potentiel transmembranaire mitochondrial 

suggère que le MEHP induit une apoptose caspase dépendante passant par la voie des 

récepteurs membranaires. Pour la première fois, nous avons mis en évidence l’expression du 

récepteur membranaire de dégénérescence P2X7 par la lignée JEG-3. En effet, jusqu’à 

présent ce récepteur était montré comme étant exprimé dans de nombreux tissus dont le 

placenta (Roberts et al. 2006) mais rien n’avait été publié sur la lignée de cellules JEG-3. Nos 

travaux ouvrent donc des perspectives d’études en ce qui concerne ce récepteur impliqué 

dans de nombreux phénomènes cellulaires. Dans notre modèle, le MEHP active les 

récepteurs P2X7 via la formation de pores de perméation membranaires. L’activation de ce 

récepteur sur le long terme pourrait induire une dégénérescence du tissu placentaire et ainsi 

entraîner des complications de la grossesse. L’activation de ce récepteur sur notre modèle 

est donc un biomarqueur de dégénérescence cellulaire du placenta et pourrait être inclus 

dans les tests d’évaluation du risque pour la grossesse. 
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3.2.2 Etude des effets du MEHP sur une lignée de monocytes humains 

différenciée en macrophages 

• Objectif 

Le placenta étant riche en cellules immunitaires telles que les macrophages et certaines 

pathologies cliniques étant associées à des phénomènes inflammatoires au niveau du 

placenta, nous nous proposons dans cette partie d’étudier les effets du MEHP sur un 

modèle de macrophages humains, notamment les altérations mitochondriales, mais 

également l’activation du récepteur de dégénérescence P2X7 et l’effet pro-inflammatoire du 

MEHP sur ces cellules. 

• Approche expérimentale 

Dans un premier temps, nous avons évalué la cytotoxicité du MEHP sur les monocytes 

U937 différenciés en macrophages. 

  

 

Figure 41. Viabilité cellulaire. Les macrophages sont incubés pendant 72 heures avec 

une gamme de concentrations de MEHP puis la viabilité cellulaire est évaluée par un test au 

rouge neutre en microtitration cytofluorimétrique. *** p < 0.001 vs 0µM de MEHP. 
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Le MEHP entraîne une très forte perte de viabilité des monocytes U937 différenciés en 

macrophages à partir de 200µM. Dans la suite de nos expérimentations, nous incuberons 

donc les cellules aux concentrations suivantes : 1µM, 10µM ; 50µM et 100µM. 

Comme nous l’avons vu précédemment, les altérations mitochondriales sont 

généralement caractérisées entre autres par une modification du potentiel 

transmembranaire mitochondrial et un changement dans l’activité de la succinate 

déshydrogénase mitochondriale. 

 

 

Figure 42. Potentiel transmembranaire mitochondrial. Les macrophages sont incubés 

pendant 72 heures avec du MEHP puis le potentiel transmembranaire mitochondrial est 

mesuré par la sonde JC-1 en microtitration cytofluorimétrique.                                                  

*** p < 0.001 vs negative control. 
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Figure 43. Activité de la succinate déshydrogénase mitochondriale. Les macrophages 

sont incubés pendant 72 heures avec du MEHP puis l’activité de la succinate déshydrogénase 

mitochondriale est mesurée par le test colorimétrique au MTT.                                                 

*** p < 0.001 vs negative control. 

 

Le MEHP induit une diminution du potentiel transmembranaire mitochondrial à 50µM 

et 100µM. A 100µM, le MEHP entraîne également une diminution de l’activité de la 

succinate déshydrogénase.  

Cette dernière appartenant à la chaîne respiratoire mitochondriale dont la fonction 

première est la production d’ATP, nous avons évalué la quantité d’ATP cellulaire total. 
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Figure 44. ATP total. Les macrophages sont incubés pendant 72 heures avec du MEHP 

puis lysées et l’ATP total est mesuré par ajout de substrats adéquats en bioluminescence.           

** p < 0,005 ; *** p < 0.001 vs negative control. 

 

Une diminution de la quantité d’ATP est observée après incubation des cellules avec le 

MEHP à partir de 50µM, cette diminution est drastique à 100µM. Le MEHP induit donc des 

perturbations mitochondriales qui aboutissent à une baisse dans la production d’ATP, source 

d’énergie principale des cellules. Une telle perte d’énergie pourrait à long terme avoir des 

conséquences graves sur la survie des cellules.  

Outre son rôle de réserve d’énergie pour les cellules, l’ATP est le ligand naturel du 

récepteur P2X7. Nous nous sommes ensuite intéressée à l’activation de ce récepteur.  
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Figure 45. Activation du récepteur P2X7. Les macrophages sont incubés pendant 72 

heures avec du MEHP. Le test YO-PRO-1 en microtitration cytofluorimétrique est réalisé afin 

d’évaluer l’ouverture des pores de perméabilité du récepteur P2X7. *** p < 0.001 vs 

negative control. 

 

L’ouverture du pore de perméation P2X7 est stimulée après incubation des cellules avec 

le MEHP pendant 72 heures. Dans les cellules du système immunitaire, le récepteur P2X7 est 

impliqué dans la formation de l’inflammasome qui a pour conséquence la libération de la 

cytokine pro-inflammatoire IL-1β. Celle-ci conduit entre autres à la sécrétion d’une autre 

cytokine pro-inflammatoire, le TNF-α. Nous nous sommes donc proposée de doser ces deux 

cytokines pro-inflammatoires. 
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Figure 46. Relargage d’IL-1β et de TNF-α. Les macrophages sont incubés pendant 72 

heures avec du MEHP. Le relargage d’IL-1β et de TNF-α est évalué dans les surnageants 

cellulaires par la technique ELISA. *** p < 0.001 vs negative control. 

 

Le relargage d’IL-1β est augmenté après incubation des cellules avec le MEHP à la même 

concentration qui active le récepteur P2X7 (100µM). De plus, la sécrétion de TNF-α 

augmente dès 50µM de MEHP. 
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• Discussion 

Le placenta est un tissu riche en macrophages (Ben Amara et al. 2013; Houser 2012; 

Mues et al. 1989). Ces macrophages sont détectés très tôt dans le placenta, dès 10 jours de 

grossesse (Chang et al. 1993). Ils ont entre autres un rôle dans la fonction de barrière contre 

les pathogènes et sécrètent des facteurs régulant la réaction immunitaire locale, tant anti-

inflammatoire que pro-inflammatoire (Mues et al. 1989). Dans un premier temps, nous 

avons déterminé les concentrations subtoxiques de MEHP à utiliser pour la suite de notre 

étude. Le MEHP est cytotoxique à partir de 200µM après 72 heures d’incubation. Comme vu 

dans le chapitre précédent, il est connu que le MEHP induit des altérations mitochondriales 

sur d’autres modèles cellulaires. Dans un second temps, nous avons donc étudié ces 

modifications. Sur notre modèle, le MEHP entraîne une chute du potentiel 

transmembranaire mitochondrial ainsi qu’une diminution de l’activité de la succinate 

déshydrogénase aux plus fortes concentrations testées, associées à une baisse de la quantité 

d’ATP. D’après nos résultats, cette diminution s’explique par la baisse d’activité de la 

succinate déshydrogénase qui est une enzyme de la chaîne respiratoire mitochondriale dont 

la fonction est de produire l’ATP. Le MEHP étant un micropolluant auquel l’organisme est 

exposé de façon chronique, ces perturbations mitochondriales énergétiques observées sur 

les macrophages peuvent à long terme entrainer des altérations importantes du système 

immunitaire. En outre, il apparaît que la faible quantité d’ATP produite par les macrophages 

après incubation avec le MEHP active les récepteurs P2X7 : pour la première fois, nous avons 

montré qu’il induit l’activation de ce récepteur conduisant ainsi à la formation de pores de 

perméation. D’un point de vue mécanistique, l’activation du récepteur P2X7 est associée 

dans la littérature à la formation de l’inflammasome, un complexe protéique oligomérique 

impliqué dans la réponse inflammatoire et conduisant à la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires dont l’IL-1β (Dubyak 2012; Mortaz et al. 2012) et le TNF-α (Alves et al. 2013). 

Nous avons donc dosé le niveau de sécrétion de ces deux cytokines pro-inflammatoires par 

les monocytes humains transformés en macrophages après 72 heures d’exposition au MEHP 

et avons détecté que leur niveau augmentait significativement. La variation de sécrétion 

d’IL-1β apparaît à la même concentration que celle qui active le récepteur P2X7, ce qui 

suggère que ces évènements sont étroitement corrélés. La sécrétion de TNF-α apparaît dès 

50µM de MEHP, concentration qui n’active pas le récepteur P2X7. Ceci s’explique par les 

nombreuses voies de signalisation cellulaire P2X7-indépendantes conduisant à la sécrétion 
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de TNF-α. Notre étude portant sur un modèle humain est en cohérence avec les résultats 

obtenus par d’autres équipes sur des lignées de macrophages murin et de rat (Bolling et al. 

2012; Rakkestad et al. 2010). En cas d’exposition in utero aux phtalates, les niveaux des 

cytokines pro-inflammatoires IL-1β et TNF-α sont augmentés dans le sang des femmes 

enceintes (Ferguson et al. 2014a). D’après nos résultats, nous pouvons envisager qu’il 

existerait une amplification des mécanismes pro-inflammatoires au niveau du placenta via la 

présence de cytokines circulantes dans le sang maternel d’une part, et via la sécrétion de ces 

mêmes cytokines localement par les macrophages résidents du placenta d’autre part. Il est 

établi depuis plusieurs décennies que l’administration systémique de ces deux cytokines pro-

inflammatoires à des animaux gestants entraîne la parturition avant terme (Romero et al. 

1991; Sadowsky et al. 2006; Silver et al. 1993). Chez la femme enceinte, il a été montré que 

les niveaux de ces deux cytokines pro-inflammatoires étaient augmentés dans le liquide 

amniotique en cas d’inflammation du chorion ou de travail prématuré (Arntzen et al. 1998), 

ainsi que dans d’autres pathologies associées à la grossesse telles que des infections fœtales 

(Garcia et al. 1989; Popek 1992) ou le risque de prééclampsie (Labarrere and Althabe 1985; 

Salafia et al. 1995), et que l’inflammation chronique des villosités placentaires est associée à 

des fausses couches à répétition (Doss et al. 1995; Kohut et al. 1997). Conséquemment, 

outre ses effets PE, le MEHP pourrait avoir de graves conséquences sur le déroulement de la 

grossesse, notamment en entraînant une réaction inflammatoire chronique au niveau du 

placenta.  
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Recherche sur le micropolluant BaP 

 

  



3.3. ETUDE DES EFFETS DU BaP SUR LA LIGNEE CELLULAIRE JEG-3 

Une partie de ce travail a fait l’objet d’une publication soumise dans la revue 

Environmental Health Perspectives en 2014 sous le titre « Use of placenta as a target organ 

to study chemicals toxicity: role of P2X7 receptor and lipid raft modification in 

benzo[a]pyrene toxicity » (Cf. annexe A). 

 

• Objectif 

L’objectif de cette partie est d’étudier les effets cellulaires induits par le BaP sur notre 

modèle de trophoblastes. Nous étudierons dans un premier temps la cytotoxicité du BaP sur 

les cellules JEG-3 puis sa métabolisation. Nous analyserons ensuite les perturbations 

mitochondriales induites par le BaP ainsi que certaines réponses cellulaires déclenchées par 

le stress oxydant et les dommages à l’ADN. Nous étudierons ensuite la sécrétion des 

hormones placentaires sur ce modèle puis les perturbations des microenvironnements 

matriciel et lipidique induites par le BaP, incluant l’expression du récepteur CD44 et de la 

cavéoline-1 mais aussi l’activation du récepteur de dégénérescence P2X7. 

• Approche expérimentale 

 

 Cytotoxicité  

 

Le BaP étant un agent toxique pour la majorité des cellules de l’organisme, nous avons 

quantifié la viabilité cellulaire de la lignée JEG-3 après 72 heures d’incubation. Cette 

molécule est un micropolluant, nous avons donc sélectionné une gamme de concentrations 

de l’ordre du micromolaire. 
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Figure 47. Viabilité cellulaire. Les cellules JEG-3 sont incubées pendant 72 heures avec 

du BaP puis la viabilité cellulaire est évaluée par un test au rouge neutre en microtitration 

cytofluorimétrique. 

 

Le BaP n’induit aucune perte de viabilité jusqu’à 40µM après 72 heures d’incubation. La 

majorité des études in vitro étant réalisées à des concentrations allant jusqu’à 10µM, nous 

choisissons cette concentration comme concentration maximale pour la suite des 

expérimentations. 

Aucune perte de viabilité n’étant observée aux concentrations testées, nous avons voulu 

nous assurer que le BaP est bien métabolisé par la lignée de trophoblastes JEG-3. 
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 Métabolisation du BaP 

Le BaP est métabolisé par les cytochromes P450 1A1 et 1B1 (respectivement CYP1A1 et 

CYP1B1) ; nous avons donc évalué l’activité de CYP1A1 et 1B1 par réaction enzymatique 

fluorescente et recherché certains métabolites du BaP en spectrométrie de masse après 72 

heures d’incubation. 

 

 

Figure 48. Activité des CYP1A1 et 1B1. Les cellules JEG-3 sont incubées pendant 72 

heures avec BaP (10µM). L’activité des CYP1A1 et 1B1 est évaluée par la sonde 7-EROD en 

microtitration cytofluorimétrique. *** p < 0.001 vs negative control ; $ p < 0,01 ; $$$ p < 

0.001 vs BaP à la même concentration sans apigénine. 

 

Le BaP induit une augmentation de l’activité des CYP1A1 et 1B1 à 10µM après 72 heures 

d’incubation. De plus, la préincubation des cellules avec l’apigénine, un inhibiteur spécifique 

des cytochromes P450 1, permet un retour au niveau basal de l’activité de ce cytochrome à 

10µM, ce qui confirme que le BaP est métabolisé par les CYP1A1 et 1B1 présents dans les 

trophoblastes JEG-3. 
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Figure 49. Détection du BaP et de ses métabolites. Chromatogrammes reconstitués (en vert) 

à m/z 252,0939 et 253,0990 (valeurs correspondant respectivement à l'ion M+• BaP et ces 

métabolites) après incubation du BaP 10µM pendant 72 heures à 37°C en absence de cellule 

(A), en présence de cellules JEG-3 dans les surnageants de culture (B) et dans les cellules (C). 

Les inserts (en bleu) correspondent au spectre de masse du BaP et de ses métabolites. Les 
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aires sous la courbe (AUC) sont représentatives de la concentration en molécules dans 

l’échantillon. 

 

Tableau 3. BaP et ses métabolites oxydés après 72 heures d’incubation des cellules 

JEG-3  avec 10µM de BaP. (a) isomère indéterminé, (b) valeur calculée de M+•, (c) temps de 

rétention (minutes), (d) valeur expérimentale de M+•, (e) aire sous la courbe (unités 

arbitraires). 

 

Nous avons tout d’abord voulu vérifier que le BaP n’était pas dégradé chimiquement 

pendant les 72 heures d’incubation à 37°C et l’avons donc analysé en chromatographie 

liquide couplée à un spectromètre de masse à haute résolution. Le BaP est bien détecté dans 

le milieu de culture et aucun de ses métabolite n’apparait (Figure 49, A et tableau 3) ; le BaP 

ne subit donc pas de dégradation chimique en absence de cellule.  

Nous avons ensuite recherché la présence de BaP et ses métabolites dans les 

surnageants de culture et dans les culots cellulaires. Ni le BaP, ni ses métabolites ne sont 

détectés dans le témoin négatif (Figure 49, B et C haut) ; il n’y a donc pas de source exogène 

de BaP sur notre modèle. Dans les surnageants et les culots cellulaires des cellules incubées 

avec le BaP, ce micropolluant est détecté en quantité inférieure à celle retrouvée en absence 

    
 

Cell-free culture 

medium 

Cell culture 

supernatant 
Cell pellet 

Chemical name m/z 
(b)

 
Rt 

(c)
 

min 
m/z 

(d)
 

(Δppm) 
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(e)
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(d)
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(e)
 m/z 

(d)
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286,0994 3,18 ND 0 
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(4) 
81 

286,1034 

(6) 
190 
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de cellule (Figure 49, B et C bas et tableau 3). De plus, certains de ses métabolites oxydés 

sont détectés. Ainsi, les résultats que nous avons obtenus par spectrométrie de masse 

corroborent nos résultats précédents : le BaP est bien métabolisé par la lignée de 

trophoblastes JEG-3. 

 

 Apoptose 

Le BaP n’induit pas de perte de viabilité sur notre modèle cellulaire, contrairement aux 

effets cytotoxiques qu’il exerce sur d’autres types cellulaires. Sur ces autres modèles, le BaP 

induisant également de l’apoptose, nous nous sommes intéressée à une étape précoce et 

irréversible de l’apoptose, la condensation de la chromatine, ainsi qu’à la fragmentation de 

l’ADN conduisant à l’apparition du pic SubG1 en cytométrie en flux. 

 

 

Figure 50. Condensation de la chromatine. Les cellules JEG-3 sont incubées pendant 72 

heures avec du BaP puis la condensation de la chromatine est évaluée par le test Enzo 

Nuclear ID en microtitration cytofluorimétrique. 
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Figure 51. Analyse du pic SubG1. Les cellules JEG-3 sont incubées pendant 72 heures 

avec du BaP puis l’ADN des cellules est marqué à l’iodure de propidium et les cellules sont 

analysées en cytométrie en flux. Le pourcentage de cellules en SubG1 est déterminé par le 

pourcentage de cellules détectées sous le trait rouge. Ces résultats sont représentatifs de 3 

expérimentations. 

 

Jusqu’à 10µM, le BaP n’induit pas d’apoptose sur la lignée de cellules JEG-3. Ainsi, il ne 

semble avoir aucun effet cytotoxique.  

Bien que métabolisé par les cellules JEG-3, le BaP n’induit ni perte de viabilité cellulaire, 

ni apoptose dans nos conditions expérimentales. Ceci pourrait suggérer que les cellules JEG-

3 répondent différemment des autres types cellulaires (foie, poumon, rein…) au BaP. La 

littérature décrivant communément les altérations mitochondriales induites par le BaP, nous 

nous sommes par la suite intéressée à celles-ci. 
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 Altérations mitochondriales 

 Les altérations mitochondriales sont généralement caractérisées entre autres par une 

modification du potentiel transmembranaire et de la masse mitochondriaux ainsi que d’un 

changement dans l’activité de la succinate déshydrogénase mitochondriale. 

 

  

Figure 52. Potentiel transmembranaire mitochondrial. Les cellules JEG-3  sont incubées 

pendant 72 heures avec du BaP puis le potentiel transmembranaire mitochondrial est 

mesuré par la sonde rhodamine 123 en microtitration cytofluorimétrique.                            

*** p < 0.001 vs negative control. 
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Figure 53. Masse mitochondriale. Les cellules JEG-3 sont incubées pendant 72 heures 

avec du BaP puis la masse mitochondriale est mesurée par la sonde NAO en microtitration 

cytofluorimétrique. *** p < 0.001 vs negative control. 

 

Figure 54. Activité de la succinate déshydrogénase mitochondriale. Les cellules JEG-3 

sont incubées pendant 72 heures avec du BaP puis l’activité de la succinate déshydrogénase 

mitochondriale est mesurée par le test colorimétrique au MTT.  

 

Le BaP induit une augmentation du potentiel transmembranaire mitochondrial à 10µM, 

ainsi qu’une diminution de la masse mitochondriale mais aucun changement dans l’activité 

de la succinate déshydrogénase. Aux concentrations de 0,1µM et 1µM, aucune altération 

mitochondriale n’est observée. 
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Le BaP étant transformé en métabolites oxydés, l’étude de certaines réponses au stress 

oxydant induit par le BaP a été réalisée. Nous avons étudié une des conséquences du stress 

oxydant au niveau de la membrane plasmique, la peroxydation lipidique. De plus, nous 

avons également évalué le niveau de glutathion oxydé, molécule intervenant dans les 

phénomènes de détoxification de la cellule, ainsi que l’activité du facteur de transcription 

NRF2, molécule centrale de la régulation antioxydante. 

 

 Stress oxydant 

 

 

Figure 55. Peroxydation lipidique. Les cellules JEG-3 sont incubées pendant 72 heures 

avec du BaP puis la péroxydation lipidique est évaluée par la sonde C11-bodipy en 

microtitration cytofluorimétrique. *** p < 0.001 vs negative control. 
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Figure 56. Niveau de glutathion oxydé par rapport au glutathion total. Les cellules JEG-

3 sont incubées pendant 72 heures avec du BaP puis le niveau de glutathion oxydé rapporté 

au glutathion total est évalué par bioluminescence après lyse des cellules et ajout des 

substrats adéquats. * p < 0,01 ; *** p < 0.001 vs negative control. 

 

 

Figure 57. Activité du facteur de transcription NRF2. Les cellules JEG-3 sont incubées 

pendant 24 heures avec du BaP puis l’activité du facteur de transcription NRF2 est évaluée 

par technique ELISA sur extraits nucléaires préalablement isolés.                                                     

*** p < 0.001 vs negative control. 
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Le BaP induit une forte augmentation de la peroxydation lipidique et une augmentation 

du glutathion oxydé à 10µM. Une augmentation de l’activité du facteur de transcription 

NRF2 est observée à 1 et 10 µM après 24 heures d’incubation. Nos résultats obtenus sur 

cellules placentaires sont corrélés aux résultats décrits dans la littérature en ce qui concerne 

la réponse mitochondriale et le stress oxydant. Les cellules JEG-3 déclenchent des 

mécanismes de défense antioxydante par le biais de NRF2 à 1 et 10µM de BaP dès 24 heures 

; à 1µM, les mécanismes de protection cellulaire apparaissent suffisants pour réguler le 

stress oxydant induit par le BaP qui n’apparaît à 72 heures, tandis qu’à 10µM, ils semblent 

déficients puisque nous observons des altérations mitochondriales, de la peroxydation 

lipidique et une augmentation du niveau de glutathion oxydé après 72 heures. 

Le BaP étant une molécule carcinogène connue, nous nous sommes ensuite intéressée 

aux dommages à l’ADN qu’il peut induire. 

 Dommages à l’ADN 

Parmi les dommages à l’ADN pouvant être détectés, notre intérêt s’est porté sur les 

cassures simple et double brins. 

 

 

Figure 58. Evaluation de la quantité d’ADN double brin. Les cellules JEG-3 sont incubées 

pendant 72 heures avec du BaP puis la quantité relative d’ADN double brin est évaluée par la 

sonde Picogreen en fluorescence. *** p < 0.001 vs negative control. 
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Une diminution significative de la quantité d’ADN double brin est observée après 

incubation avec le BaP pendant 72 heures, ce qui est la traduction de cassures simple brin de 

l’ADN. 

 

  

Figure 59. Expression de l’histone γH2AX. Les cellules JEG-3 sont incubées pendant 72 

heures avec du BaP puis l’expression de l’histone γH2AX est évaluée par In Cell Western 

(photos représentant le merge entre le marquage de l’ADN en rouge et le marquage de 

l’histone γH2AX en vert). L’histogramme correspond à la quantification par le logiciel Image J 

de la fluorescence observée. *** p < 0.001 vs negative control. 

 

L’histone H2AX est phosphorylée en cas de cassures double brin afin d’initier les 

mécanismes de réparation de l’ADN. Nous montrons ici une augmentation de l’expression de 

la forme phosphorylée de cette histone, ainsi devenue γH2AX, ce qui signifie que le BaP 

induit des cassures double brin de l’ADN sur notre modèle après 72 heures d’incubation.  
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 Sécrétion hormonale 

Le BaP étant placé sur les listes de molécules à suivre en ce qui concerne les PE, la 

sécrétion de deux hormones placentaires a été étudiée. 

 

Figure 60. Sécrétion hormonale induite par le BaP. Les cellules JEG-3 sont incubées 

pendant 72 heures avec du BaP. La sécrétion d’hCG hyperglycosylée (a) et d’hPL (b) est 

mesurée dans les surnageants cellulaires par la technique ELISA. *** p < 0.001 vs negative 

control.  

 

 Le BaP conduit à une augmentation de la sécrétion d’hCG hyperglycosylée à 1µM et 

10µM tandis qu’il ne modifie pas la sécrétion d’hPL, quelle que soit la concentration 

concernée. L’activation du récepteur PPARγ pouvant être liée à un phénomène de 
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perturbation endocrinienne comme c’est le cas avec le MEHP, nous avons évalué l’activation 

de ce récepteur. 

 

 

Figure 61. Activité du récepteur PPARγ. Les cellules JEG-3 sont incubées pendant 24 

heures avec du BaP puis l’activité du récepteur PPARγ est évaluée par technique ELISA sur 

extraits nucléaires préalablement isolés. *** p < 0.001 vs negative control. 

 

Dès 0,1µM, le BaP entraîne l’activation du récepteur nucléaire PPARγ. Cette activation 

du récepteur PPARγ n’est pas concentration dépendante et a lieu dans le même ordre 

d’amplitude quelle que soit la concentration en BaP. 
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Le BaP entre dans la cellule après avoir traversé le milieu extracellulaire puis franchit la 

membrane plasmique. Pour la suite de nos expérimentations, nous avons voulu savoir si le 

BaP pouvait modifier les microenvironnements lipidiques et membranaires des cellules JEG-

3. Pour cela, nous avons dans un premier temps étudié le niveau d’un inhibiteur de 

métalloprotéases, TIMP-1, ainsi que celle du récepteur CD44, récepteur à l’acide 

hyaluronique constituant majeur de la matrice extracellulaire. 

 

 Modifications du microenvironnement matriciel 

 

Figure 62. Dosage de l’inhibiteur de métalloprotéases TIMP-1. Les cellules JEG-3 sont 

incubées pendant 72 heures avec du BaP puis le niveau de TIMP-1 est évaluée dans les 

surnageants par technique ELISA. *** p < 0.001 vs negative control. 

 

Le BaP augmente significativement le niveau de l’inhibiteur de métalloprotéase TIMP-1, 

quelle que soit la concentration concernée. 
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Figure 63. Expression du récepteur CD44. Les cellules JEG-3 sont incubées pendant 72 

heures avec du BaP puis l’expression du récepteur CD44 est évaluée par In Cell Western 

(photos représentant le merge entre le marquage de l’ADN en rouge et le marquage du 

récepteur CD44 en vert). L’histogramme correspond à la quantification par le logiciel Image J 

de la fluorescence observée. *** p < 0.001 vs negative control. 

 

A 1 µM et 10µM, nous observons une augmentation de l’expression du récepteur 

membranaire CD44. 

Le microenvironnement matriciel est étroitement lié à la migration cellulaire ; nous 

avons donc voulu savoir si les modifications du microenvironnement matriciel observées 

après incubation des cellules avec le BaP sont associées à une modification de la migration 

cellulaire des trophoblastes. 
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Figure 64. Migration cellulaire. Juste avant incubation des cellules JEG-3 avec le BaP, 

une « plaie » est réalisée sur le tapis cellulaire (J0) puis les cellules sont incubées avec le BaP 

et prises en photo 72 heures plus tard (J3). La fermeture de plaie est représentée par le ratio 

de la surface de la plaie à J0 sur la surface de la plaie à J3. Les surfaces ont été analysées 

avec le logiciel Image J. 

 

Le BaP n’induit aucune modification de la migration cellulaire après 72 heures 

d’incubation, quelle que soit la concentration en BaP concernée, par rapport au témoin 

négatif. 

Les modifications du microenvironnement matriciel induites par l’agent carcinogène BaP 

sur notre modèle ne se traduisent pas par une augmentation de la migration cellulaire. Ceci 

peut s’expliquer par le piégeage des cellules au sein de la matrice extracellulaire non 

dégradée et donc plus dense. 
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Après avoir mis en évidence des modifications du microenvironnement matriciel,  nous 

nous sommes focalisée sur d’éventuelles perturbations du microenvironnement lipidique 

des cellules.  

 

 Modifications du microenvironnement lipidique 

Nous avons étudié certains marqueurs membranaires, tels que l’expression de la 

protéine de jonction serrée Zonula Occludens ZO-1, l’externalisation des 

phosphatidylsérines, l’expression de la protéine marqueur des cavéoles « lipid rafts 

domains » Cavéoline-1 ainsi que l’expression et l’activation du récepteur de dégénérescence 

P2X7. 
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Figure 65. Expression de la protéine ZO-1. Les cellules JEG-3 sont incubées pendant 72 

heures avec du BaP puis l’expression de la protéine ZO-1 est évaluée en cytométrie en flux 

(haut) et marquage immunocytochimique observé en microscopie confocale (bas).                                  

* p< 0,01 ; *** p < 0.001 vs negative control. 

 

L’expression de la protéine ZO-1 est significativement augmentée en In Cell Western dès 

0,1µM de BaP après 72 heures d’incubation et ce, de manière concentration dépendante. Ce 

résultat est confirmé suite au marquage immunocytochimique de la protéine et observation 

en microscopie confocale où l’on remarque que le marquage de la protéine dans les 

membranes est plus prononcé en présence de 10µM de BaP que dans le contrôle négatif. 
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Figure 66. Expression des phosphatidylsérines dans le feuillet externe de la membrane 

plasmique. Les cellules JEG-3 sont incubées pendant 72 heures avec du BaP puis l’expression 

des phosphatidylsérines dans le feuillet externe de la membrane plasmique est étudiée en 

microscopie confocale après marquage à l’annexine V sans perméabilisation des cellules. 

 

Le BaP induit une relocalisation des phosphatidylsérines dans le feuillet externe de la 

membrane plasmique sans apoptose, ce qui entraine une asymétrie de la membrane. 

Notre intérêt s’est ensuite porté sur l’expression de la cavéoline-1,  la protéine majeure 

de zones de la membrane plasmique particulières  nommées cavéoles et constituant certains 

« lipids rafts domains ». 
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Figure 67. Expression de la protéine Cavéoline-1. Les cellules JEG-3 sont incubées 

pendant 72 heures avec du BaP puis l’expression de la protéine cavéoline-1 est évaluée en 

cytométrie en flux. *** p < 0.001 vs negative control. 

 

Une augmentation de l’expression de la cavéoline-1 à 1µM et 10µM de BaP est observée 

après 72 heures d’incubation. 

Nous avons par la suite voulu savoir si l’expression du récepteur P2X7 qui est colocalisé 

avec la protéine cavéoline-1 dans les « lipid raft domains » est également modifiée. 
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Figure 68. Expression du récepteur P2X7. Les cellules JEG-3 sont incubées pendant 72 

heures avec du BaP puis l’expression du récepteur P2X7 est évaluée par In Cell Western 

(photos du haut représentant le merge entre le marquage de l’ADN en rouge et le marquage 

du récepteur P2X7 en vert). L’histogramme correspond à la quantification par le logiciel 

Image J de la fluorescence observée. *** p < 0.001 vs negative control. L’expression du 

récepteur P2X7 est également analysée après marquage immunocytochimique observé en 

microscopie confocale (photos du bas,  ADN marqué en bleu, P2X7 marqué en vert). 
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L’analyse en In Cell Western montre une augmentation concentration dépendante de 

l’expression du récepteur P2X7 dès 0,1µM après 72 heures d’incubation. Cette 

augmentation de l’expression du récepteur P2X7 est confirmée après marquage 

immunocytochimique observé en microscopie confocale à 10µM. 

Nous avons ensuite voulu savoir si l’activité du récepteur P2X7 était également 

modifiée, dans un premier temps dans sa fonction canal ionique et dans un second temps 

dans sa fonction de pore de perméation. Pour cela, nous avons tout d’abord dosé le calcium. 

 

 

Figure 69. Contenu en calcium. Les cellules JEG-3 sont incubées pendant 72 heures avec 

du BaP puis le contenu en calcium est évalué par la sonde Fluo-4 en microtitration 

cytofluorimétrique. *** p < 0.001 vs negative control. 

 

Le BaP entraîne une augmentation du contenu en calcium à 10µM après 72 heures 

d’incubation. 

La fonction canal ionique du récepteur P2X7 est donc modifiée. En ce qui concerne sa 

fonction pore de perméation, nous avons mesuré son ouverture par la sonde YO-PRO-1. 
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Figure 70. Activation du récepteur P2X7. Les cellules JEG-3 sont incubées pendant 72 

heures avec du BaP. Le test YO-PRO-1 en microtitration cytofluorimétrique est réalisé afin 

d’évaluer l’ouverture des pores de perméabilité du récepteur P2X7. *** p < 0.001 vs 

negative control 

 

Une activation concentration dépendante de l’ouverture des pores de perméation P2X7 

est observée après 72 heures d’incubation avec du BaP, dès 0,1µM. 

Le BaP induit une modification du microenvironnement matriciel et lipidique des cellules 

placentaires : inhibition de la dégradation de la matrice extracellulaire, augmentation de 

l’adhésion intercellulaire, rigidification de la membrane plasmique. Ces perturbations 

s’accompagnent d’une stimulation du récepteur de dégénérescence P2X7. Nous nous 

sommes donc par la suite intéressée à la dégénérescence cellulaire induite par le BaP sur nos 

cellules placentaires JEG-3. 
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 Voies de dégénérescence cellulaire 

  

La dégénérescence peut être caractérisée par une diminution de la prolifération 

cellulaire. Nous avons évalué celle-ci par une numération cellulaire après incubation avec du 

BaP pendant 4 jours. 

 

 

Figure 71. Prolifération cellulaire. Les cellules JEG-3 en phase proliférative sont incubées 

avec du BaP et sont comptées chaque jour pendant 4 jours. *** p < 0.001 vs negative 

control. 

  

 Une diminution de la prolifération cellulaire est observée lorsque les cellules sont 

cultivées dans du milieu contenant 1µM et 10µM de BaP. 

 Afin d’en savoir plus sur les mécanismes sous-jacents de cette diminution de la 

prolifération cellulaire, nous avons étudié le cycle cellulaire.  
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Figure 72. Cycle cellulaire. Les cellules JEG-3 sont incubées pendant 72 heures avec du 

BaP puis le cycle cellulaire est analysé en cytométrie en flux après marquage de l’ADN à 

l’iodure de propidium.  

 

Le BaP à 1µM et 10µM entraîne une accumulation des cellules en phase G2/M du cycle 

cellulaire après 72 heures d’incubation, en accord avec la diminution de la prolifération 

cellulaire observée à ces mêmes concentrations. 

La phosphorylation de la protéine p53 est associée à des modifications du cycle 

cellulaire. Nous avons donc évalué la phosphorylation de cette protéine après incubation 

avec du BaP pendant 24h. 
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Figure 73. Niveau de protéine p53 phosphorylée. Les cellules JEG-3 sont incubées 

pendant 24 heures avec du BaP puis le niveau de protéine p53 phosphorylée est évalué par 

technique ELISA sur extraits cellulaires préalablement réalisés. ** p < 0.005 vs negative 

control. 

 

La phosphorylation de la protéine p53 augmente après incubation pendant 24h avec 

10µM de BaP uniquement. A 24h, le BaP ne perturbe pas la prolifération cellulaire, la 

phosphorylation de p53 est donc antérieure aux altérations de la prolifération cellulaire 

induites par le BaP.   

• Discussion 

Le BaP est un polluant carcinogène auquel les femmes enceintes et les enfants in utero 

peuvent être exposés. Nous nous proposons de considérer le placenta comme un organe 

cible de micropolluants, et notamment le BaP. Nous nous sommes donc intéressée à ses 

effets sur notre modèle de cellules placentaires JEG-3. Celui-ci n’induit aucune perte de 

viabilité cellulaire jusqu’à 40µM après 72 heures d’incubation ni d’apoptose. De nombreuses 

données de la littérature sur d’autres modèles cellulaires montrent à des temps ou 

concentrations inférieurs à ceux de nos conditions expérimentales que le BaP conduit à une 

diminution du nombre de cellules viables (Dhasmana et al. 2014; Jeffy et al. 2000; Tampio et 

al. 2008; Zhu et al. 2014). Nos résultats montrent donc que le micropolluant BaP induit des 

réponses cellulaires spécifiques à notre modèle de cellules placentaires. Pour rappel, nous 
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avons observé des effets similaires en termes de viabilité cellulaire sur cette lignée 

trophoblastique et sur les cultures primaires de trophoblastes. 

Afin de nous assurer que l’absence d’effets sur la viabilité cellulaire n’était pas due à une 

absence de métabolisation de ce micropolluant par le modèle cellulaire, nous avons étudié 

l’activité des CYP1A1 et 1B1, cytochromes permettant la transformation du BaP en 

métabolites, ainsi que la métabolisation du BaP. L’activité des cytochromes CYP1A1 et 1B1 

augmentant après incubation des cellules avec le BaP et ses métabolites étant détectés, 

nous démontrons que le BaP est métabolisé par la lignée de cellules placentaires JEG-3. Ces 

résultats sont cohérents avec l’induction de l’expression du CYP1A1 observée sur ce même 

modèle cellulaire par l’équipe de Zhang et al. ainsi que sur d’autres modèles (Galvan et al. 

2005; Zhang et al. 1995; Zhang and Shiverick 1997).  

La littérature recense que le BaP conduit à des altérations mitochondriales (Bansal et al. 

2014; Yang et al. 2011). Sur notre modèle cellulaire à la plus forte concentration (10µM), le 

BaP induit une baisse de la masse mitochondriale ainsi qu’une augmentation du potentiel 

transmembranaire mitochondrial. Le BaP est transformé en métabolites oxydés et est connu 

pour induire des réactions de stress oxydant (C Chen et al. 2013; Ji et al. 2013; Vijayapadma 

et al. 2014). Nous avons donc étudié certaines réponses médiées par le stress oxydant 

induites par ce micropolluant sur notre modèle de trophoblastes JEG-3. Nous montrons dans 

notre étude que le BaP entraîne un phénomène de péroxydation lipidique sur ce modèle 

cellulaire, ce qui est en accord avec les études déjà réalisées sur un modèle de microsomes 

placentaires (Byczkowski and Kulkarni 1990) et sur d’autres modèles d’étude (Asha and Girija 

2011; Kim et al. 2000; Ramya et al. 2012). De plus, le BaP induit, dans nos conditions 

expérimentales, une augmentation du glutathion oxydé par rapport au glutathion total, ainsi 

que l’activation du facteur de transcription NRF-2. Ces réponses, même si elles sont de plus 

faibles amplitudes que celles données par des modèles cellulaires montrant des effets à des 

concentration ou temps d’incubation inférieurs (Chung et al. 2007; Huc et al. 2003; Jiang et 

al. 2011; Zhang et al. 2011), confirment qu’il est important de prendre en compte la réponse 

cellulaire spécifique aux trophoblastes en tant que cibles potentielles de micropolluants. 

Par la suite, nous avons mis en évidence l’augmentation d’expression de la forme 

phosphorylée de l’histone H2AX, alors nommée γH2AX, dès la plus faible concentration 
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testée, et de manière concentration dépendante. La phosphorylation de cette histone sur la 

sérine 139 est déclenchée en cas de cassure double brin de l’ADN et est la première étape de 

voies de réparation de l’ADN (Kuo and Yang 2008). Des foyers de protéines γH2AX se 

forment alors au niveau des sites de l’ADN à réparer, ce qui permet le recrutement de 

protéines de réparation et un remodelage de la chromatine localement. Ainsi, le BaP 

entraîne des cassures de l’ADN double brin qui sont réparées. Cependant, les mécanismes 

de réparation de l’ADN n’étant pas totalement fidèles, ils peuvent entraîner des erreurs et 

ainsi contribuer à la toxicité induite par le BaP. De plus, nous avons montré par une 

adaptation du test au picogreen que le BaP induit des cassures simples brin de l’ADN après 

72 heures d’incubation, aux plus fortes concentrations testées et de manière concentration 

dépendante. Nous montrons ainsi que le BaP induit des cassures de l’ADN dans nos 

conditions sur la lignée de trophoblastes JEG-3. Le BaP est largement connu pour induire des 

dommages à l’ADN, notamment des cassures simples et doubles brin (Einaudi et al. 2014; 

Garry et al. 2003; Jeng et al. 2013; Tung et al. 2014). Généralement, les tests utilisés pour 

mettre en évidence les dommages à l’ADN sont les tests d’évaluation des adduits à l’ADN, 

qui n’ont pas de valeur réglementaire du fait qu’adduit ne signifie pas forcément cassure de 

l’ADN, et le test des Comètes, réalisé sur cellules humaines ou animales mais dont l’analyse 

varie selon l’expérimentateur qui a le choix entre différents paramètres pour interpréter les 

résultats (mesure du contenu en ADN de la tête de la comète ou de la queue, longueur de la 

queue de la comète, moment de la queue, etc…). Nous proposons ici deux tests 

reproductibles, facilement réalisables sur cellules humaines ou animales et qui permettent 

un screening rapide des cassures de l’ADN. L’un, grâce à la technique d’In Cell Western, 

consiste en un marquage anticorps primaire puis secondaire couplé à un fluorochrome 

infrarouge suivi de la révélation de la fluorescence sur cellules fixées en microplaque. Ce test 

nous a permis de mettre en évidence l’augmentation d’expression de la forme phosphorylée 

de l’histone H2AX, nommée γH2AX. L’autre test consiste en l’adaptation d’un protocole 

utilisant la sonde Picogreen afin de mettre en évidence les cassures simple brin. Cette sonde 

fluorescente se liant à l’ADN double brin, toute diminution du signal de fluorescence détecté 

indique l’apparition d’ADN simple brin et ainsi de cassures de l’ADN. Ainsi, les tests au 

picogreen et de détection de l’histone γH2AX sont des tests pertinents à utiliser pour 

détecter l’impact sur l’ADN d’autres micropolluants sur cellules humaines. 

- 174 - 

  



Le BaP est référencé en classe 3 des PE, c’est-à-dire qu’aucun élément scientifique ne 

prouve un effet PE de ce micropolluant mais il est cependant dans la liste des molécules à 

suivre. Nous avons donc évalué ce potentiel effet PE via l’étude de la sécrétion hormonale 

placentaire induite par le BaP sur notre modèle cellulaire. Nous montrons ici que le BaP 

n’induit aucune modification de la sécrétion de l’hPL mais augmente celle d’hCG 

hyperglycosylée. Cette perturbation de la sécrétion hormonale observée nous laisse penser 

que le BaP exerce un effet PE sur notre modèle cellulaire, effet différent des PE classiques et 

reconnus tels que le MEHP ou le bisphénol A testés dans un chapitre précédent qui 

modifient la sécrétion d’hPL mais pas d’hCG hyperglycosylée. Il est à noter que l’hCG 

hyperglycosylée stimule l’invasion cellulaire et conduit à la formation de tumeurs (Cole et al. 

2006a; Cole et al. 2006b). Le BaP, étant une molécule carcinogène, pourrait ainsi exercer une 

partie de ses mécanismes toxiques carcinogènes via l’augmentation de la sécrétion d’hCG 

hyperglycosylée. L’hCG est un gène cible du récepteur nucléaire PPARγ (Fournier et al. 2011) 

et nous avons montré l’activation de ce récepteur par le BaP. Ainsi, le BaP activerait le 

récepteur PPARγ ce qui aurait pour conséquence l’augmentation de la sécrétion d’hCG 

hyperglycosylée, qui à son tour pourrait exercer des effets promoteurs. 

Le BaP est une molécule lipophile entrant dans la cellule à travers la membrane 

plasmique après avoir traversé la matrice extracellulaire. Nous nous sommes donc 

intéressée aux modifications induites par le BaP sur cette dernière. Nous montrons pour la 

première fois que le BaP augmente le relargage de la protéine TIMP-1, un inhibiteur des 

métalloprotéases dégradant la matrice extracellulaire. Il a été mis en évidence que la 

surexpression de la protéine TIMP-1 est associée à des mécanismes de fibrose via une 

augmentation de la densité de la matrice extracellulaire (Adams 2011; Murphy et al. 2002). 

De plus, nous avons observé une augmentation de l’expression du récepteur CD44, ce qui 

est en accord avec une étude montrant différentes isoformes de CD44 détectées après 

incubation de cellules du col de l’utérus avec du BaP (Yan et al. 2010). Les mécanismes de 

fibrose que nous évoquons sont également associés à une augmentation de l’expression de 

CD44 (Rampanelli et al. 2014; Reese et al. 2014). Ces données prises dans leur ensemble 

tendent vers la conclusion que le BaP, bien que ne stimulant pas la prolifération des 

trophoblastes, pourrait induire la fibrose des tissus environnants, et notamment des 

villosités placentaires et de la décidue maternelle. 
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L’état de la matrice extracellulaire est étroitement lié à la migration cellulaire. Le BaP 

n’induit aucune modification de la migration des cellules sur notre modèle comparativement 

au témoin négatif. Le BaP étant un carcinogène et les molécules carcinogènes augmentant 

généralement la migration cellulaire, nous nous attendions à observer une augmentation de 

celle-ci. Cette absence de modification de la migration cellulaire peut s’expliquer, du moins 

en partie, par le fait que les trophoblastes possèdent des caractéristiques qui leur sont 

propres leur permettant de contrôler les mécanismes de carcinogenèse. En effet, les 

trophoblastes ont des mécanismes de prolifération et migration cellulaires différents des 

autres types cellulaires du fait de leur caractère transitoire dans l’organisme. 

En plus des modifications du microenvironnement matriciel, le BaP entraîne une 

perturbation du microenvironnement lipidique. En effet, sur notre modèle de cellules 

placentaires JEG-3, il induit l’externalisation des phosphatidylsérines, phénomène défini 

dans la littérature comme entraînant une asymétrie de la membrane plasmique (Noble et al. 

1999) et l’augmentation de l’expression de la protéine Zonula Occludens ZO-1, ce qui se 

traduit par plus d’étanchéité de l’épithélium trophoblastique. Nous avons également 

observé pour la première fois que le BaP entraîne une expression accrue de la protéine 

marqueur des cavéoles « lipid rafts domains » cavéoline-1. Lagadic-Gossmann et al. ont 

montré que le BaP induit sur des cellules hépatiques la réorganisation de microdomaines 

riches en cholestérol, ou « lipid raft domains », via la diminution de la quantité de 

cholestérol présente dans les membrane (Tekpli et al. 2010), ce qui a pour conséquence une 

augmentation de la fluidité membranaire (Collin et al. 2014; Gorria et al. 2006; Liland et al. 

2014). Nos travaux viennent compléter les observations de cette équipe concernant les 

effets du BaP sur le remodelage de la membrane plasmique : le BaP modifie à la fois la 

composition lipidique mais aussi protéique de ces microdomaines.  

Le récepteur de dégénérescence P2X7 voit son expression ainsi que son activation 

augmentée par le BaP sur notre modèle de cellules placentaires. Nous nous sommes donc 

intéressée aux voies de dégénérescence cellulaire déclenchées. Ce micropolluant diminue la 

prolifération cellulaire, ce qui est en accord avec les résultats obtenus par l’équipe de 

Shiverick sur ce même modèle cellulaire (Zhang et al. 1995; Zhang and Shiverick 1997). Cette 

différence de prolifération cellulaire s’explique par l’accumulation des cellules en phase 
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G2/M du cycle cellulaire que nous avons observée sur les cellules trophoblastiques JEG-3 

incubées avec le BaP. Sur d’autres modèles cellulaires, le BaP induit ces mêmes phénomènes 

cellulaires, à savoir un arrêt du cycle en phase G2/M mais aussi en phase S (Han et al. 2014; 

Jeffy et al. 2000), ainsi qu’une diminution de la prolifération cellulaire (Wang et al. 2014; 

Zhao et al. 2012). L’activation chronique du récepteur de dégénérescence P2X7 associée à 

une diminution de la prolifération des cellules placentaires pourrait à long terme avoir des 

conséquences non négligeables sur le déroulement de la grossesse.  

Grâce à notre modèle cellulaire, nous avons mis en évidence des biomarqueurs 

d’exposition au BaP : des biomarqueurs hormonaux tels que la sécrétion d’hCG 

hyperglycosylée, des biomarqueurs de dégénérescence avec l’activation du récepteur P2X7, 

et des biomarqueurs de stress oxydant tels que la peroxydation lipidique. 
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3.4. ETUDE DES EFFETS DU BaP SUR LA LIGNEE HACAT 

• Objectif 

Les femmes enceintes peuvent être exposées au BaP par voie cutanée du fait de son 

ubiquité dans l’atmosphère. Nous avons précédemment mis en évidence des biomarqueurs 

de risque suite à une exposition au BaP sur un modèle placentaire ; ces biomarqueurs sont-

ils spécifiques au placenta ou peuvent-ils être utilisés pour détecter un risque sur d’autres 

modèles cellulaires notamment les cellules cutanées ? 

• Approche expérimentale 

Nous avons évalué la cytotoxicité du BaP sur la lignée de kératinocytes HaCaT aux 

concentrations utilisées sur les cellules JEG-3. 

 

 

Figure 74. Viabilité cellulaire. Les cellules HaCaT sont incubées pendant 72 heures avec 

du BaP puis la viabilité cellulaire est évaluée par un test au rouge neutre en microtitration 

cytofluorimétrique. 

 

Le BaP n’induit aucune perte de viabilité aux concentrations testées après 72 heures 

d’incubation sur la lignée de kératinocytes HaCaT.  
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Nous avons ensuite voulu vérifier que le BaP était bien métabolisé par notre lignée 

cellulaire HaCaT. 

 

 

Figure 75. Activité des CYP1A1 et 1B1. Les cellules HaCaT sont incubées pendant 72 

heures avec du BaP. L’activité des CYP1A1 et 1B1 est évaluée par la sonde 7-EROD en 

microtitration cytofluorimétrique. *** p < 0.001 vs negative control 

 

Le BaP augmente l’activité des CYP1A1 et 1B1 après 72 heures d’incubation, comme 

c’est le cas sur la lignée de trophoblastes JEG-3. La lignée de kératinocytes HaCaT induit donc 

le métabolisme du BaP. 

Parmi les biomarqueurs d’exposition précédemment mis en évidence sur les cellules 

JEG-3, nous avons montré que le BaP induit de la peroxydation lipidique ainsi qu’une 

ouverture des pores de perméation P2X7. 
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Figure 76. Peroxydation lipidique. Les cellules HaCaT sont incubées pendant 72 heures 

avec du BaP puis la péroxydation lipidique est évaluée par la sonde C11-bodipy en 

microtitration cytofluorimétrique. ** p< 0,005 ; *** p < 0.001 vs negative control. 

 

 

Figure 77. Ouverture des pores de perméation P2X7. Les cellules HaCaT sont incubées 

pendant 72 heures avec du MEHP. Le test YO-PRO-1 en microtitration cytofluorimétrique est 

réalisé afin d’évaluer l’ouverture des pores de perméabilité du récepteur P2X7.                                 

*** p < 0.001 vs negative control.  

Le BaP induit de la peroxydation lipidique sur le modèle cellulaire HaCaT dès la plus 

faible concentration testée alors qu’elle n’apparaît qu’à 10µM sur les JEG-3 et active le 

récepteur de dégénérescence P2X7 à 1 et 10µM. 
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Un autre biomarqueur d’exposition mis en évidence sur les cellules JEG-3 est la 

sécrétion hormonale. Nous avons donc évalué celle-ci sur la lignée de kératinocytes. 

 

Figure 78. Sécrétion hormonale induite par le BaP. Les cellules sont incubées pendant 

72 heures avec du BaP. La sécrétion d’hCG hyperglycosylée (a) et d’hpL (b) est mesurée dans 

les surnageants cellulaires par la technique ELISA. *** p < 0.001 vs condition identique sur 

lignée cellulaire JEG-3.  
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Les cellules HaCaT ne sécrètent pas d’hormones placentaires hPl et hCG hyperglycosylée 

en comparaison aux cellules trophoblastiques. 

• Discussion 

Nous avons identifié certains biomarqueurs d’exposition au BaP sur la lignée de cellules 

JEG-3 tels que la péroxydation lipidique, l’activation du récepteur P2X7 et l’augmentation de 

la sécrétion d’hCG hyperglycosylée. Nous nous sommes alors posé la question de la 

spécificité placentaire de ces biomarqueurs. Pour y répondre, nous avons incubé une lignée 

de cellules de peau HaCaT avec les mêmes concentrations en BaP que sur la lignée de 

trophoblastes JEG-3 (0,1µM, 1µM et 10µM) pendant 72 heures. Nous avons montré que le 

BaP n’induit aucune perte de viabilité sur les cellules cutanées, bien qu’il soit métabolisé par 

ce modèle cellulaire, comme en atteste l’augmentation d’activité des cytochromes CYP1A1 

et 1B1 observée. Ces résultats montrent donc une réponse comparable des deux lignées 

cellulaires face au BaP en termes de cytotoxicité. 

Lors de notre exploration sur les biomarqueurs, nous avons observé que le BaP entraîne 

la péroxydation lipidique sur les cellules HaCaT après 72 heures d’incubation, quelle que soit 

la concentration testée. Ainsi, nous mettons en évidence ce biomarqueur de stress oxydant 

sur les deux types cellulaires étudiés, bien que l’amplitude de réponse soit différente selon le 

type cellulaire considéré. 

Nous observons le biomarqueur de dégénérescence qu’est l’activation du récepteur de 

dégénérescence P2X7 sur les cellules de peau dans les mêmes amplitudes que sur la lignée 

de trophoblastes. Ainsi, les biomarqueurs de stress oxydant et de dégénérescence mis en 

évidence sur la lignée de cellules placentaires JEG-3 sont également retrouvés sur la lignée 

de cellules de peau HaCaT, ce qui suggère qu’ils seraient des biomarqueurs induits sur 

d’autres types cellulaires. Ces biomarqueurs pourraient être envisagés pour évaluer non pas 

l’exposition au BaP mais le risque encouru par les personnes exposées à ce micropolluant, 

notamment les travailleurs exposés par voie topique sur lesquels des biopsies de peau 

seraient pratiquées. 

Parmi les autres biomarqueurs mis en évidence dans notre étude, nous nous sommes 

intéressée à la sécrétion hormonale. En comparaison aux cellules trophoblastiques JEG-3, les 
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cellules cutanées HaCaT ne sécrètent pas d’hormones placentaires hCG hyperglycosylée et 

hPL. Ainsi, le dosage de la sécrétion hormonale constitue un biomarqueur spécifique de la 

lignée JEG-3, la lignée cellulaire HaCaT n’étant pas un outil pertinent pour l’étude de la 

perturbation endocrinienne induite par des polluants. 
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4. DISCUSSION GENERALE 

Le placenta est un organe transitoire car, dérivant de l’embryon, il apparait en début de 

grossesse et est expulsé au terme de celle-ci lors de la délivrance. Il est nécessaire à la 

croissance du fœtus et au bon déroulement de la grossesse, et constitue une interface entre 

la mère et son fœtus. Outre ses rôles nutritifs et endocriniens, il possède une fonction de 

barrière physiologique pour protéger l’enfant à naître des agressions extérieures. En effet, il 

exerce un rôle protecteur afin de limiter le passage de molécules vers le fœtus. Le placenta 

n’est cependant pas totalement imperméable car il est le lieu d’échanges de gaz et de 

substances et laisse donc au moins passer ces gaz et nutriments. De plus, certains polluants 

atmosphériques ou alimentaires présents dans la circulation sanguine maternelle peuvent, 

selon leur solubilité dans le sang et leur poids moléculaire, traverser le placenta et atteindre 

le fœtus. L’étude de l’impact des polluants au niveau du placenta se base généralement sur 

sa fonction de barrière placentaire et donc sur son passage de la circulation maternelle à la 

circulation fœtale. 

L’originalité de notre travail repose sur le fait que nous considérons le placenta en tant 

qu’organe cible de toxiques et non comme une barrière entre la mère et le fœtus comme 

c’est généralement le cas dans les études sur les polluants. Le placenta est certes un organe 

transitoire et le fait qu’il soit perméable à certaines substances est important à prendre en 

compte dans l’étude de la toxicité induite par des polluants mais il est avant tout constitué 

de cellules qui, comme dans tout tissu, peuvent être altérées, déclencher des mécanismes 

de réponse, des voies de signalisation et entrer en dégénérescence. Ces données sont à 

considérer dans les études de la toxicité induite par des polluants et permettent un nouvel 

angle d’approche lors de telles recherches. Pour ce faire, il est nécessaire d’avoir recours à 

un modèle cellulaire proche du placenta humain. 

L’avantage de notre approche expérimentale est que nos études ont été réalisées sur 

cellules humaines adhérentes et vivantes. Le placenta humain a ceci de particulier qu’il 

diffère de tous les autres animaux. Il possède de grandes similitudes avec celui du singe et 

des rongeurs telles que le fait qu’il est discoïde, hémochorial et décidual, mais possède 

également des caractéristiques que les rongeurs n’ont pas, comme le fait d’être 

hémomonochorial, multicotylédonnaire, et d’avoir une surface d’échanges plus développée 

en comparaison au placenta des rongeurs grâce à des villosités plus arborées et à la 
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présence de microvillosité à la surface des cellules du syncytium. Le placenta humain 

possède des caractéristiques morphologiques et physiologiques très proches de celui du 

singe mais les études sur ce modèle sont très restreintes, pour des raisons éthiques et 

économiques. En plus de ces différences morphologiques, le placenta humain possède une 

métabolisation et une régulation hormonale qui lui sont spécifiques. Pour toutes ces raisons, 

il est nécessaire de travailler sur des modèles de placentas humains pour se rapprocher au 

plus des conditions d’exposition réelle. Parmi les modèles placentaires existants, le modèle 

de placenta perfusé est couramment utilisé pour les études de toxicologie basées sur le 

passage de molécules à travers la barrière placentaire. Ayant choisi de considérer le placenta 

comme un organe cible de polluant, ce modèle de barrière ne constituait donc pas un 

modèle adapté à nos études. Nous avons dû explorer d’autres modèles in vitro adéquats 

pour l’étude de la toxicité induite par nos micropolluants sur le placenta. Plus 

particulièrement, nous avons tout d’abord travaillé sur des cultures primaires de 

trophoblastes. Bien qu’adapté à nos études de toxicité placentaire, il s’est avéré difficile à 

obtenir de manière régulière, ce qui a constitué un obstacle non négligeable à notre travail. 

Nous nous sommes alors tournée vers des lignées de trophoblastes, et notamment la lignée 

de cellules placentaires BeWo. Nos résultats sur cette lignée ont montré qu’elle n’était pas 

adaptée à la microplaque, l’un des supports de culture largement utilisé dans les études de 

toxicologie. En effet, les cellules adhèrent peu et mal à la microplaque, ce qui rend les 

expérimentations peu reproductibles. De plus, cette lignée est une population hétérogène, 

constituée de cellules trophoblastiques mononucléées et plurinucléées, ce qui rend 

difficilement standardisable les tests de toxicologie en microplaque. Afin de remédier à ces 

problèmes technique et physiologique, nous avons sélectionné la lignée trophoblastique 

JEG-3 qui est constituée d’une population homogène de cellules mononucléées et que nous 

avons montrée comme étant adaptée à la microplaque.  

Dans le but de nous rapprocher au mieux des conditions d’exposition réelles, nous avons 

travaillé à des concentrations en micropolluants proches de la réalité physiologique 

d’exposition. En effet, dans les études cliniques, le MEHP est retrouvé dans l’organisme et 

plus particulièrement dans le cordon ombilical à des concentrations de l’ordre du 

micromolaire (Y Huang et al. 2014; Lin et al. 2008; Y Zhang et al. 2009). La gamme de 

concentrations que nous avons ainsi sélectionnée pour étudier les effets du MEHP sur nos 

modèles cellulaires est proche de la réalité physiologique. En ce qui concerne le BaP, il est 
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plus difficile de retrouver la concentration d’exposition car il est très rapidement métabolisé 

au sein de l’organisme, ce sont donc généralement ses métabolites, notamment le 3-

hydroxy-benzo[a]pyrène, qui sont dosés ou les adduits à l’ADN qui sont évalués. Dans les 

études in vitro, il est couramment utilisé à des concentrations d’incubation de l’ordre du 

micromolaire, et plus précisément à 1 et 10µM (Annas et al. 2000; Yan et al. 2012).  Pour 

notre étude, il nous a fallu identifier des concentrations adéquates via une gamme de 

concentrations de BaP. Les concentrations que nous avons ainsi pu identifier comme non 

cytotoxiques sont de l’ordre du micromolaire, en accord avec la littérature.  

En comparaison avec les données issues de la littérature sur des cellules hépatiques, de 

veine de cordon ombilical, de sein ou de poumon (Ban et al. 2014; Chen et al. 2012; 

Dhasmana et al. 2014; Jeffy et al. 2000; Tampio et al. 2008; Zhu et al. 2014), les cellules 

trophoblastiques JEG-3 ont montré une réponse différente face aux micropolluants testés, 

notamment en termes de viabilité cellulaire avec le BaP et le MEHP ou d’altérations 

mitochondriales avec le MEHP. Cette même lignée JEG-3 a cependant répondu de façon 

similaire à d’autres types cellulaires, tels que les cellules pulmonaires ou les érythrocytes, 

comme en attestent les réactions de stress oxydant (C Chen et al. 2013; Ramya et al. 2012; 

Vijayapadma et al. 2014) et les cassures de l’ADN simple et double brins connues pour être 

induites par le BaP (Rossner et al. 2014). Nous avons révélé ces cassures de l’ADN via 

l’utilisation de deux tests peu répandus et n’ayant jamais été utilisés sur notre modèle 

cellulaire : la sonde picogreen pour les cassures simple brins et la technique d’In Cell 

Western évaluant la phosphorylation de l’histone H2AX en γH2AX pour les cassures double 

brins. Ces deux tests apparaissent pertinents pour détecter l’impact sur l’ADN de 

micropolluants en général sur cellules humaines. Les réponses différentes mais aussi 

comparables à d’autres types cellulaires détectées après incubation des cellules JEG-3 avec 

les micropolluants nous ont permis de révéler la complexité de placenta en tant qu’organe 

et plus particulièrement de ses cellules. L’importance d’étudier l’impact de polluants sur ce 

type cellulaire apparaît évidente. De plus, nous avons mis en exergue que la lignée de 

trophoblastes JEG-3 possède des marqueurs spécifiques tels que la sécrétion des hormones 

hPL et hCG hyperglycosylée qui la différencient d’autres types cellulaires, comme la lignée de 

cellules de peau HaCaT que nous avons testée. Ces données montrant ainsi une réponse 

spécifique des trophoblastes JEG-3 face aux micropolluants testés en font donc un modèle 
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d’étude pertinent et cohérent qu’il serait intéressant d’inclure dans les études de 

toxicologie. 

Les tests référencés permettant l’évaluation du potentiel PE de molécules sont 

généralement des tests acellulaires réalisés afin de déterminer la liaison d’une molécule sur 

les récepteurs androgénique et/ou oestrogénique. Il existe également d’autres tests 

couramment utilisés qui s’intéressent à l’activation ou l’inhibition de ces récepteurs chez la 

levure ; ce sont les tests « Yeast Estrogen Screen » (YES) et « Yeast Androgen Screen » (YAS). 

Ces tests standardisés et largement utilisés sont donc soit acellulaires soit réalisés chez la 

levure. Par extrapolation à l’Homme, ils permettent de détecter des mécanismes qui 

pourraient avoir lieu dans la cellule humaine. Cependant, le risque de conclure à des faux 

positifs existe. En effet, dans la cellule, l’activation ou l’inhibition des récepteurs 

oestrogéniques et androgéniques mis en évidence par ces tests n’aboutissent pas forcément 

à une perturbation endocrinienne. Or, la définition même d’un PE est d’induire une 

perturbation hormonale et donc potentiellement de la sécrétion hormonale. Il est donc 

paradoxal que cette étape soit relativement peu ciblée dans les tests standardisés 

d’évaluation des PE. Par voie de conséquence, il nous a paru intéressant de mettre au point 

des tests d’évaluation de l’effet PE induit par des molécules en étudiant la sécrétion 

hormonale, qui est l’un des maillons centraux de la chaine endocrinienne. 

Les études cliniques ont montré qu’une modification de la sécrétion d’hormones 

placentaires telles que l’hPL ou l’hCG est associée à des pathologies de la grossesse telles 

que la prééclampsie ou la souffrance fœtale (Bersinger and Odegard 2004; Feng et al. 2000; 

Merviel et al. 2001; Zwahlen et al. 2007). Les PE pouvant par définition modifier la sécrétion 

hormonale, nous avons utilisé notre modèle de cellules placentaires JEG-3 afin de mettre en 

évidence in vitro l’effet PE de molécules référencées en classe 1 de perturbation 

endocrinienne. Nous avons ainsi observé après incubation des cellules trophoblastiques JEG-

3 avec le MEHP et le bisphénol A une augmentation de la sécrétion d’hPL. Le BaP, quant à 

lui, est référencé parmi les molécules pour lesquelles aucune preuve n’affirme un potentiel 

PE mais est à suivre pour un potentiel effet PE. Sur notre modèle cellulaire, il augmente la 

sécrétion d’hCG hyperglycosylée. Ainsi, grâce au dosage de ces deux hormones placentaires, 

nous avons réussi à mettre en évidence l’effet PE de molécules reconnues comme telles ou 

suspectées. Toute modification de la sécrétion des hormones placentaires, augmentation ou 
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diminution, peut avoir un impact important sur le déroulement de la grossesse. En effet, 

l’hPL est une hormone impliquée dans la préparation de la glande mammaire à la lactation 

(Walker et al. 1991) et dans le phénomène d’insulinorésistance de la mère ayant pour 

objectif d’augmenter l’apport en nutriments au fœtus (Newbern and Freemark 2011). Une 

modification de la sécrétion d’hPL par le placenta pourrait donc avoir de graves 

conséquences sur la nutrition du fœtus et ainsi sur son développement. Dans le cas de 

l’hormone hCG, il existe une différence de conséquences entre des modifications de 

sécrétion de la forme hyperglycosylée d’hCG et de la β-HCG dans la littérature. En effet, la 

sous-unité β-HCG est connue pour induire la différenciation des cellules trophoblastiques 

lors de la grossesse physiologique (Le Vee et al. 2014). La forme hyperglycosylée de 

l’hormone hCG est quant à elle associée à une pathologie de la grossesse, la prééclampsie, 

mais stimule également l’invasion cellulaire et conduit à la formation de tumeurs (Bourdiec 

et al. 2013; Cole 2012; Cole and Butler 2012). Ainsi, l’augmentation de la sécrétion d’hCG 

hyperglycosylée induite par le BaP pourrait potentiellement médier une partie de ses effets 

promoteurs. 

Une activation des récepteurs androgéniques et/ou oestrogéniques est souvent induite 

par les PE, nous avons dosé les hormones hPL et hCG hyperglycosylée après incubation des 

cellules JEG-3 avec des activateurs de ces récepteurs, afin de définir un profil oestrogénique 

ou androgénique mimétique de nos PE. Le profil hormonal des PE que nous avons testés 

diffère de celui de la testostérone (activateur du récepteur androgénique) et du 17β-

œstradiol (activateur oestrogénique). La testostérone ne modifie pas la sécrétion 

hormonale, tandis que le 17β-œstradiol augmente la sécrétion des deux hormones. Les 

mécanismes de perturbation endocrinienne induits par les PE testés sur notre modèle 

semblent donc être des mécanismes plus complexes que ceux auxquels nous nous 

attendions. De plus, au vu de la différence d’amplitude d’augmentation de la sécrétion des 

hormones placentaires avec le 17β-œstradiol et nos micropolluants, il semblerait que la 

constante d’affinité du MEHP, du bisphénol A et du BaP sur le récepteur oestrogénique soit 

inférieure à celle du 17β-œstradiol, ce qui confirme des données précédemment publiées 

sur des modèles acellulaires (Blair et al. 2000; Yiu et al. 2014) et renforce l’intérêt d’avoir 

recours à la lignée cellulaire JEG-3 dans les études sur les PE. 

Nous sommes ainsi au début d’une nouvelle approche d’étude des PE et il pourrait être 

intéressant d’ajouter le dosage de ces deux hormones placentaires à la batterie de tests déjà 
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existants pour évaluer le danger de molécules potentiellement PE. Dans l’industrie du 

plastique, il est urgent de trouver des tests d’évaluation en ce qui concerne les plastifiants 

présents sur le marché et ceux à venir. En effet, les femmes enceintes peuvent être exposées 

aux plastifiants présents dans les dispositifs médicaux tels que les lignes et poches de 

perfusion, drains, voies d’abord veineuses ou artérielles et cathéters, en cas d’hospitalisation 

lors de leur grossesse. Or, ces dispositifs médicaux contiennent généralement du DEHP. 

Cette molécule étant faiblement liée à la matrice, elle peut s’en détacher (United States 

Food And Drug Administration 2001), migrer dans le sang maternel, atteindre le placenta et 

se retrouver dans le sang fœtal. Afin de limiter une telle exposition aux femmes enceintes et 

aux enfants hospitalisés en néonatalogie ou pédiatrie, l’article LS214-1 de la loi 2012-1442 

votée par le sénat interdit spécifiquement l’utilisation du DEHP dans les dispositifs médicaux 

utilisés dans ces services à partir du 1er juillet 2015. Nos tests de dosages hormonaux sont 

rapides à réaliser, reproductibles et permettent le screening de plusieurs molécules en 

parallèle ; réalisés en microplaque, ils peuvent être automatisables donc industrialisables 

pour permettre le screening d’une grande quantité de molécules à discriminer. Outre la 

détection du potentiel PE des molécules de remplacement du DEHP dans les dispositifs 

médicaux, ces tests pourraient être utilisés dans l’industrie des pesticides. Alors que 

jusqu’en juin 2014, les réglementations européennes 1107/2009  et 528/2012 sur les 

pesticides et biocides classaient un produit comme risqué dès qu’un danger de perturbation 

endocrinienne était mis en évidence, sans même nécessiter une évaluation de l’exposition, 

une nouvelle feuille de route exige à présent de prendre en compte l’exposition à ces 

molécules (European Comission 2014a). Dans ce cadre, il serait essentiel de trouver un test 

rapide pour déterminer le danger. Nos tests permettraient d’obtenir des informations 

concernant le danger des pesticides testés. Les biomarqueurs de perturbation endocrinienne 

que nous avons identifiés, soit les sécrétions d’hPL et d’hCG hyperglycosylée, sont dosables 

dans le sérum maternel. Ils pourraient alors être également envisagés en tant que 

biomarqueurs d’effet et non plus de danger comme nous venons de l’évoquer dans 

l’évaluation de nouveaux plastifiants et pesticides. 

Dans le cas des phytoestrogènes, le problème se pose lorsqu’ils sont évalués par les 

tests de binding qui mesurent la liaison aux récepteurs oestrogéniques ERα et ERβ. Or, les 

phytoestrogènes telle que la génistéine ont une plus grande affinité pour le récepteur ERβ 

que pour le récepteur ERα (An et al. 2001). L’activation de ces deux récepteurs aboutit à des 
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réponses antagonistes : le récepteur ERα stimule la prolifération cellulaire et donc peut 

induire des cancers, tandis que le récepteur ERβ l’inhibe (Liu et al. 2002; Rizza et al. 2014). 

Les phytoestrogènes risqueraient d’être classés PE à risque avec les tests de binding alors 

que l’activation du récepteur ERα serait contrebalancée par l’activation plus forte du 

récepteur ERβ. En étudiant directement la sécrétion hormonale après incubation des cellules 

trophoblastiques JEG-3 avec les phytoestrogènes, il serait possible de conclure plus 

certainement sur le potentiel effet PE des molécules testées. 

Le placenta étant par ailleurs un tissu riche en macrophages (Ben Amara et al. 2013; 

Houser 2012; Mues et al. 1989), il semble important d’évaluer des marqueurs différents des 

modifications hormonales. Nous avons alors étudié l’impact des PE, et plus particulièrement 

du MEHP, sur ces cellules impliquées dans la réaction inflammatoire et les mécanismes de 

protection du placenta. Nos travaux ont permis de révéler des altérations mitochondriales 

induites par ce micropolluant. L’organisme y étant exposé de façon chronique, les 

perturbations mitochondriales énergétiques que nous avons observées sur ce modèle 

pourraient à long terme entrainer des altérations importantes du système immunitaire. En 

outre, nous avons montré pour la première fois que le MEHP induit l’activation du récepteur 

de dégénérescence P2X7, conduisant à la formation de pores de perméation. Dans la 

littérature, l’activation de ce récepteur est un élément indispensable à la formation de 

l’inflammasome, un complexe oligomérique impliqué dans la réponse inflammatoire dont 

une des fonctions est la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IL-1β et TNF-α, que nous 

avons vu augmenter après incubation des macrophages avec le MEHP. Il a été montré chez 

la femme enceinte que les niveaux de ces deux cytokines pro-inflammatoires sont 

augmentés dans le liquide amniotique en cas d’inflammation du chorion ou de travail 

prématuré (Arntzen et al. 1998) ainsi que dans les cas de prééclampsie. De plus, 

l’inflammation chronique des villosités placentaires est associée à des fausses couches à 

répétition (Doss et al. 1995; Kohut et al. 1997). Par conséquent, les PE, en particulier le 

MEHP que nous avons étudié, pourraient conduire à une réaction inflammatoire chronique 

au niveau du placenta, ayant ainsi de graves conséquences sur le déroulement de la 

grossesse. 

En plus de mettre en évidence des biomarqueurs de perturbation endocrinienne, nous 

avons également détecté un biomarqueur de dégénérescence des cellules placentaires après 
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exposition aux micropolluants testés : l’activation du récepteur de dégénérescence P2X7. Le 

récepteur P2X7 est un récepteur membranaire impliqué dans des pathologies dégénératives 

telles que la maladie d’Alzheimer, la maladie d’Huntington ou la dégénérescence maculaire 

liée à l’âge (Diaz-Hernandez et al. 2009; Gu et al. 2013; McLarnon et al. 2006; Parvathenani 

et al. 2003). En clinique, il existe des phénomènes d’atrophie placentaire dans certains cas 

de grossesse pathologique. Elle consiste en la dessiccation du placenta et en son 

rétrécissement et peut être apparentée à de la dégénérescence. Ici, nous montrons que le 

BaP et le MEHP induisent l’activation du récepteur de dégénérescence P2X7. L’activation 

chronique de ce récepteur, par exemple sur plusieurs mois dans le cas de la grossesse, 

pourrait induire la dégénérescence du placenta et ainsi entraîner des mécanismes d’atrophie 

placentaire, ayant ainsi de graves conséquences sur le devenir de l’enfant à naître. 

L’activation du récepteur P2X7 constitue un biomarqueur de risque suite à l’exposition aux 

micropolluants testés. Néanmoins, l’analyse de ce biomarqueur nécessite une biopsie 

placentaire, qui reste à l’heure actuelle un geste invasif et risqué pour la suite de la 

grossesse. Dans le futur, si des techniques moins risquées pour le déroulement de la 

grossesse sont mises au point, l’étude de ce biomarqueur de dégénérescence pourra 

permettre de détecter des altérations du placenta.  

Outre son intérêt pour dépister des dégénérescences placentaires dans le futur, le 

biomarqueur P2X7 pourrait avoir une application qui ne concerne pas directement le 

placenta mais qui est envisageable au présent. En effet, nos travaux ont permis de révéler ce 

biomarqueur ainsi que la peroxydation lipidique sur des cellules de peau après incubation 

avec le BaP. Associé au biomarqueur de peroxydation lipidique, le biomarqueur de 

dégénérescence P2X7 pourrait être recherché sur des biopsies de peau chez les travailleurs 

quotidiennement exposés au BaP. Ainsi, ces biomarqueurs pourraient participer à 

l’évaluation du risque encouru par ces travailleurs à travers cet examen qui pourrait être 

réalisé lors du suivi médical. Ces tests constitueraient ainsi une perspective intéressante 

dans le cadre de la médecine du travail pour le suivi des travailleurs exposés au BaP. 

Le BaP est un carcinogène connu et peut atteindre le placenta. Le risque pour la 

grossesse est d’autant plus élevé qu’il est présent dans l’air ambiant via des sources 

d’origine variée. Comme nous l’avons décrit précédemment, le BaP est peu étudié comme 

- 191 - 

  



agent toxique pour le placenta en tant qu’organe. Il nous est apparu alors important 

d’évaluer les conséquences d’une telle exposition à l’aide de notre modèle de cellules 

trophoblastiques JEG-3. Nous nous sommes heurtée à une difficulté technique liée au fait 

que cette molécule est autofluorescente dans l’UV (λ excitation = 380nm) (Moore and Cohen 

1978). Par conséquent, il nous a fallu adapter nos tests à ce paramètre, notamment en ce 

qui concerne l’évaluation de l’apoptose. En effet, le test le plus couramment utilisé pour 

évaluer la condensation de la chromatine est le test au Hoechst 33342, qui est une sonde 

fluorescente dans l’UV. Afin de contourner le problème d’autofluorescence du BaP dans 

l’UV, nous avons alors recherché un autre test adapté à l’évaluation de la condensation de la 

chromatine. Le test Nuclear-ID® (Enzo Life Sciences) , basé sur le même principe que le test 

au Hoechst 33342, nous a permis d’étudier ce paramètre d’apoptose avec une sonde 

fluorescente dans le visible. Nous avons pu en conclure, en complément de l’analyse de la 

fragmentation de l’ADN, que le BaP n’induit pas d’apoptose sur les cellules placentaires, 

dans nos conditions expérimentales. Ces résultats sont en accord avec le caractère 

carcinogène du BaP.  

La matrice extracellulaire est une composante à importance majeure dans le cas de la 

carcinogenèse. En effet, elle sert de support à la migration des cellules et les molécules qui la 

composent peuvent exercer des actions sur les cellules afin de modifier leur état. Ainsi, la 

carcinogenèse est associée à un remodelage de la matrice extracellulaire (Alexandrova 2008; 

Nagle 2004) et l’augmentation d’expression du récepteur CD44 est un marqueur d’invasion 

cellulaire en cas de cancer dans les études cliniques (Du et al. 2008; Wang et al. 2009). Nous 

avons mis en évidence pour la première fois que le BaP augmente le relargage de la protéine 

matricielle TIMP-1 par les cellules placentaires JEG-3 et l’expression du récepteur CD44. La 

protéine TIMP-1  est un inhibiteur des métalloprotéases qui ont pour rôle la dégradation de 

la matrice extracellulaire. D’une part, l’augmentation de sa sécrétion rend le réseau de 

matrice extracellulaire plus dense, et d’autre part par l’expression accrue du récepteur CD44 

favorise la fixation des polymères d’acide hyaluronique sur les cellules. Sur notre modèle de 

cellules placentaires JEG-3, nous n’observons aucune modification de la migration cellulaire 

avec le BaP, ce qui va à l’encontre de ce à quoi nous nous attendions (Larue and Bellacosa 

2005; Yamaguchi et al. 2005). Cette absence de migration s’expliquerait par le fait que le 

placenta peut être considéré comme une tumeur dont la prolifération et la migration sont 
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contrôlées durant la grossesse par les trophoblastes via des mécanismes et voies de 

signalisation spécifiques. 

Dans la littérature, il a été montré que l’augmentation de la densité de matrice 

extracellulaire induite par la surexpression de la protéine TIMP-1 est associée à des 

mécanismes de fibrose (Adams 2011; Murphy et al. 2002). Or, il est publié qu’une 

augmentation d’expression du récepteur CD44 est là aussi associée aux mécanismes de 

fibrose (Rampanelli et al. 2014; Reese et al. 2014). Ainsi, bien que le BaP ne stimule pas la 

prolifération des cellules trophoblastiques sur notre modèle, il pourrait, via l’augmentation 

du relargage de TIMP-1 et de l’expression du récepteur CD44, induire une fibrose des 

villosités placentaires mais également des tissus environnants tels que la décidue 

maternelle.  

 

En plus d’induire des perturbations du microenvironnement matriciel, le BaP conduit 

également à des modifications du microenvironnement lipidique. Sur notre modèle de 

trophoblastes JEG-3, le BaP induit l’externalisation des phosphatidylsérines, mécanisme 

induisant une asymétrie de la membrane plasmique (Noble et al. 1999), et l’augmentation 

de l’expression de la protéine Zonula Occludens ZO-1, qui a pour conséquence d’augmenter 

l’étanchéité de l’épithélium de cellules trophoblastiques. Nous avons également mis en 

évidence que le BaP accroit l’expression de la cavéoline-1, une protéine marqueur des 

cavéoles « lipid raft domains ». Une équipe a observé sur un autre modèle cellulaire que le 

BaP conduit à la réorganisation des « lipid raft domains » en diminuant la quantité de 

cholestérol (Tekpli et al. 2010), augmentant ainsi la fluidité membranaire. Nos travaux 

complètent ces résultats en mettant en évidence que le BaP modifie la composition lipidique 

des « lipid raft domains » mais aussi sa composition protéique. De nombreuses protéines de 

signalisation cellulaire essentielles à la survie des cellules, telles que les récepteurs aux 

facteurs de croissance, sont présentes dans ces microdomaines membranaires. Toute 

modification de ces microdomaines, tant au niveau de la composition lipidique que 

protéique, représente un risque pour le développement fœtal. Nous avons ainsi montré que, 

le placenta étant un organe constitué de cellules, il peut subir des altérations de son 

microenvironnement matriciel et lipidique, ce qui pourrait avoir de graves conséquences sur 

le développement de l’enfant à naître mais également sur la décidue maternelle.  
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5. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

Nos travaux de recherche apportent un nouvel angle d’approche aux études de toxicité 

induite par des polluants en prenant en compte que le placenta n’est pas uniquement une 

barrière physiologique entre la mère et son fœtus mais également un organe pouvant être la 

cible de molécules toxiques. Grâce à notre modèle de cellules placentaires JEG-3, il est 

possible de mettre en évidence un risque pour le fœtus mais également pour la mère suite à 

une exposition à certains polluants. Ainsi, nos résultats permettent de mieux comprendre 

certaines observations cliniques. En effet, il est connu que des perturbations de la grossesse 

telles que la prééclampsie ou la souffrance fœtale sont associées à une modification de la 

sécrétion des hormones placentaires hCG hyperglycosylée et hPL (Fig. 80). Nous avons 

associé ces modifications de la sécrétion des hormones placentaires à une exposition aux PE, 

qui peuvent donc être responsables de certaines grossesses pathologiques observées en 

clinique comme la prééclampsie ou la souffrance fœtale. De plus, l’atrophie placentaire 

étant un phénomène de dégénérescence cellulaire, notre biomarqueur de dégénérescence 

P2X7 permet in vitro de détecter ces altérations placentaires.  

 

 

Figure 79. Observations cliniques et biomarqueurs associés 

 

Selon le cas, ces biomarqueurs peuvent à la fois être des biomarqueurs de risque mais 

également de danger. En effet, lorsque ces biomarqueurs sont dosés dans le sang des 
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femmes enceintes ou sur des biopsies de peau de travailleurs exposés aux polluants, ils 

permettraient l’évaluation du risque encouru après exposition. Dans le cas des études 

réglementaires pour l’évaluation de la toxicité placentaire de nouvelles molécules, ces 

biomarqueurs donneraient des informations essentielles sur le danger que représentent ces 

molécules. 

La lignée cellulaire trophoblastique JEG-3 associée aux biomarqueurs de sécrétion 

hormonale est ainsi un outil pertinent pour l’étude de la perturbation endocrinienne des 

polluants, et plus particulièrement ceux soupçonnés d’être PE. La loi 2012-1442 adoptée par 

le sénat en 2012 interdit l’utilisation du bisphénol A et autres PE et substances cancérogènes 

dans les dispositifs médicaux destinés aux bébés et aux femmes enceintes. Plus 

particulièrement, l’article L5214-1 interdit l’utilisation du DEHP dans les dispositifs médicaux 

en pédiatrie, néonatalogie et dans les maternités à partir de juillet 2015. Dans ce cadre, il est 

de grande importance de trouver des molécules de remplacement aux plastifiants déjà 

présents sur le marché. Parmi les molécules plastifiantes de remplacement suggérées pour 

remplacer le DEHP dans les dispositifs médicaux, il existe les di-isononyl-phtalate (DINP) qui 

sont des phtalates moins toxiques ainsi que les DINCH® qui sont une nouvelle famille de 

plastifiants. Il serait judicieux de tester le potentiel PE, sur notre modèle de cellules 

placentaires JEG-3, de ces molécules de remplacement avant leur mise sur le marché, en 

association avec des tests de cytotoxicité afin de s’assurer de leur innocuité. Afin de 

compléter le profil hormonal des PE reconnus et des molécules potentiellement PE, il semble 

pertinent d’ajouter le dosage d’autres hormones placentaires. Parmi les protéines dosables, 

la progestérone, l’hormone de croissance placentaire ainsi que la protéine-A plasmatique 

associée à la grossesse (Pregnancy Associated Plasma Protein-A, PAPP-A) semblent 

intéressantes. La progestérone est synthétisée à partir du cholestérol circulant maternel et a 

pour fonctions de maintenir la grossesse en agissant au niveau de l’utérus ainsi que d’induire 

la différenciation des glandes mammaires. L’hormone de croissance placentaire exerce un 

rôle sur le métabolisme maternel, en favorisant l’apport nutritionnel à l’enfant et la PAPP-A 

est utilisée en tant que marqueur sérique pour le syndrome de Down mais reflète également 

des altérations placentaires pouvant conduire à des complications de la grossesse. 
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Jusqu’à présent le BaP était classé en catégorie 3 de PE, c’est-à-dire que les données 

scientifiques sont insuffisantes ou inexistantes pour le classer PE. Nous avons mis en 

évidence grâce à nos biomarqueurs hormonaux sur les cellules trophoblastiques JEG-3 que le 

BaP est un PE, en plus d’être un carcinogène. D’après nos observations, il induit un 

remodelage de la matrice extracellulaire et du microenvironnement lipidique des cellules 

placentaires, ce qui n’avait jamais été démontré jusqu’à lors. Certaines des réponses que 

nous avons détectées sont différentes de celles décrites dans la littérature sur d’autres types 

cellulaires. Afin de déterminer si ces effets sont généralisables à tous les carcinogènes ou 

spécifiques du BaP, il serait intéressant de comparer les effets induits par des molécules de 

la même famille que le BaP, tels que le chrysène ou le Dibenzo[a,h]anthracène, classés 

comme agents probablement carcinogènes pour l’Homme (groupe 2A selon le Centre 

International de Recherche sur le Cancer, le BaP étant le seul membre de cette famille classé 

cancérogène pour l’Homme), ou des carcinogènes reconnus, comme le formaldéhyde, sur 

les cellules JEG-3. Ces données nous permettraient de mieux comprendre les mécanismes 

cellulaires spécifiques aux cellules placentaires. 

Nos travaux montrent ainsi l’importance de considérer le placenta en tant qu’organe 

cible de toxiques et la pertinence de l’utilisation de la lignée de trophoblastes JEG-3 pour les 

études de toxicité placentaire induite par des polluants. Les applications qui en découlent 

sont multiples et concernent les industries chimique, agroalimentaire, cosmétique et 

pharmaceutique. 
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ABSTRACT 

Placenta supports normal growth of fetus but most of the studies carried out on 

placenta to assess risks for pregnancy consider it as a barrier between mother and fetus. 

Here, we chose to consider placenta as a target organ for pollutants. Benzo(a)pyrene (BaP) is 

a persistent environmental pollutant and a human carcinogenic molecule. Our aim was to 

highlight the potential risks for placenta and then pregnancy of BaP exposure using a model 

of human placental cells. JEG-3 trophoblast cell line was incubated with BaP at 0.1-10 µM for 

72h. BaP metabolization was confirmed using cytometry and mass spectrometry. BaP 

induced neither loss of cell viability nor apoptosis up to 10µM, as we observed in microplate 

and flow cytometry. BaP increased ZO-1 expression (confocal microscopy observations and 

flow cytometry quantification) and phosphatidylserine externalization in outer plasma 

membrane. We also observed that BaP led to lipid raft modifications through an increase in 

caveolin-1 expression and to activation of P2X7 cell degenerescence receptor. BaP induced 

cell accumulation in cell cycle G2/M phase associated to the inhibition of cell proliferation. 

The trophoblast cell line JEG-3 appears to be a relevant model to evaluate placental toxicity 

of molecules suspected to be at risk for pregnancy. Placenta should be included in 

toxicological studies to better understand mechanisms underneath pregnancy disorders. 
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INTRODUCTION  

Pregnant women and their fetus can be daily exposed to pollutants. Within the human 

placenta, the trophoblast covering the placental villi supports the normal growth and 

development of the fetus by coordinating exchanges of nutrients and wastes between 

maternal and fetal circulatory systems and by secreting numerous hormones. 

Most of the studies carried out on placenta to study risks for the pregnancy consider it 

as a barrier between mother and fetus but not as an organ required for fetal development. 

Moreover placental dysfunctions are commonly associated to pregnancy disorders, such as 

miscarriage or preeclampsia (Ball et al., 2006; Burton and Jauniaux, 2004; Goldman-Wohl 

and Yagel, 2002; Sebire et al., 2002). So, it is of most importance to conceive placenta as a 

target organ and not just as a barrier.  

Benzo(a)pyrene (BaP), a member of the large polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH) 

family, is a persistent environmental pollutant. This five-ring compound is commonly found 

in cigarette smoke, food and urban pollution. BaP is known for its cytotoxic, mutagenic and 

carcinogenic properties, and is classified as a human carcinogen by the International Agency 

for Research on Cancer (Aust et al., 1980; Brookes, 1977; Huberman and Sachs, 1966; 

IARCWorkingGroup, 2010). BaP enters human cells and is metabolized by cytochrome P450 

1A1 (CYP1A1) and 1B1 (CYP1B1) to different compounds (Anderson et al., 1981). 

Benzo(a)pyrene diolepoxide (BPDE), the most carcinogenic BaP metabolite, can bind 

macromolecules such as DNA to form mutagenic adducts (Wood et al., 1976). Recent studies 

suggested that BaP affects differentiation of trophoblast cells and hormone release (Le Vee 

et al., 2014) and alters placental vasculature (Detmar et al., 2008). 

Our aim was to study in vitro BaP toxicity on a human placental cell line in order to 

highlight the potential risks for placenta and then pregnancy. As BaP is a lipophilic 
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compound and cross plasma membrane, we identified three membrane biomarkers of BaP 

exposure: P2X7 receptor, tight junction ZO-1 protein and lipid raft-associated caveolin-1 

protein.  

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Cell culture and incubation 

The JEG-3 human trophoblast cell line (ATCC HTB-36) was cultured in Minimum Essential 

Medium Eagle’s medium, supplemented with 10 % FBS, 1 % L-glutamine, 0.5 % penicillin and 

streptomycin. Confluent cultures in flasks were removed by trypsin incubation, and then the 

cells were seeded into microplates for cytometry, petri dishes for nuclear extraction or slide 

chambers for confocal microscopy and kept at 37°C for 24 h. After 24 h, the cells were 

incubated with BaP (Sigma, France) dissolved in DMSO for 24 h or 72 h. Maximal final 

concentration of DMSO on cells was 0.025 % (v/v). 

 

CYP1A1 and CYP1B1 induction: 7-EROD assay 

The 7-EROD probe enters cells and is metabolized in resorufin by CYP1A1 and CYP1B1. 

After BaP incubation, a 2 μM solution of 7-EROD (Sigma-Aldrich) was distributed in wells and 

the microplate was placed at 37°C for 6 h. The fluorescence signal was then scanned (λexc = 

535 nm, λem = 600 nm) using a microplate reader (Safire; Tecan®, Switzerland). 
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BaP metabolization: mass spectrometry analysis 

Sample preparation 

After BaP incubation at 10 µM, the cells were removed from the flask by trypsin 

incubation and rinced twice with PBS. Cell pellets were subsequently reconstituted in 1 mL 

of water, spiked with 50 µL of internal standard 50 mM and sonicated for 5 min at 4°C. The 

cell homogenates were extracted twice with 2 mL of dichloromethane and 2 mL of ethyl 

acetate. Dried extracts were resuspended in 100 µL in methanol/acetonitrile mixture (1:1, 

v/v, J.T. Baker, USA) and 5 µL were injected into the UPLC-APPI-MS system (see below). 

Cell supernatants (1mL) were spiked with 50 µL of internal standard 50 mM and 

extracted twice with 2 mL of dichloromethane and 2 mL of ethyl acetate. Dried extracts were 

resuspended in 100 µL in methanol/acetonitrile mixture (1:1, v/v) and 5 µL were injected 

into the UPLC-APPI-HRMS system. The metabolites identification was performed with the 

same protocol using 10 mL of cell supernatant which were extracted by 40 mL of organic 

solvents. 

 

Sample analysis 

All samples were analyzed by reversed phase ultra-performance liquid chromatography 

(ACQUITY UPLC®, Waters, Manchester, UK) coupled to an hybrid quadrupole - orthogonal 

Time-of-Flight mass spectrometer (SYNAPT® G2 High Definition MS™, Waters) equipped with 

an atmospheric pressure photoionization (APPI) source (IonSABRE™ APPI-APCI-Dual-Mode 

Ionization Source, Waters, Manchester, UK). The whole analytic system will be referred as 

UPLC-APPI-MS hereafter. BaP, and BaP metabolites chromatographic separations were 

performed on a CSH C18 1.8 μm column (2.1 x 100 mm) thermostated at 25°C at a flow rate 

of 0.40 mL/min using water containing 0.01 % (v/v ) formic acid (solvent A) and acetonitrile 
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(solvent B). For BaP quantitation, chromatography was performed using 15 % A and 85 % B 

isocratically for 5 min. For identification of BaP metabolites, the column ramped from 40 % B 

to 85 % B (curve 6) over 10 min and was held at 85 % B for 5 min before a rapid return to 40 

% B followed by an equilibration period of 2.5 min. Data were collected separately both in 

positive ions mode. A second pump (LC-20AD, Shimadzu, Kyoto, Japan) was used to deliver a 

toluene/anisole mixture (1:1, v/v) used as a photoionizer dopant at a flow rate 0.05 mL/min. 

The APPI source was operated with a 10 eV krypton discharge UV lamp. Ionization of 

analytes was achieved in the positive ion mode. Parameters were as follows: source 

temperature 120°C, desolvation temperature 400°C, cone gas flow 20 L/h, desolvation gas 

flow 900 L/h, extraction cone 4 V, sampling cone 35 V, APPI source transfer voltage 1 kV. The 

mass spectrometer was operated in the MS sensibility mode. Centroided accurate mass 

spectra were acquired over the m/z range 50-1000 with a scan time of 0.1 s and an interscan 

delay of 0.01 s using a target mass resolution of 21500 (FWHM as defined at m/z 500). 

 

Cell viability: neutral red assay 

Lysosomal membrane activity is closely related to cell viability. The neutral red dye 

penetrates cells and accumulates in lysosomes after binding to the lysosomal matrix of 

viable cells. In accordance with the validated protocol of Borenfreund and Puerner, neutral 

red solution at 0.05 g/L was added to the cells and incubated for 3 hours at 37°C 

(Borenfreund and Puerner, 1985). After wash with PBS, the dye was extracted from the 

viable cells with a solution of acetic acid-ethanol (1 % of acid acetic, 50,6 % of ethanol in 

water, v/v). After agitation for 30 min, the neutral red fluorescence was measured (λexc= 535 

nm; λem= 600 nm) in accordance with our validated protocol (Dutot et al., 2010; Rat et al., 

1994).  
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Apoptosis assessment: p53 phosphorylation on serine 46 

p53 total protein and p53 phosphorylated on serine 46 levels were determined 

according to the manufacturer’s instructions (Cyclex, Clinisciences, France). 

Nuclei were extracted following manufacturer’s instructions then ELISAs were 

performed on nuclear extracts.  

 

Apoptosis assessment: Chromatin condensation - Nuclear-ID Green assay 

Chromatin condensation was determined according to the manufacturer’s instructions 

(Enzo Life Sciences, France). Cells were incubated with the probe solution for 30 min at room 

temperature. Fluorescence signal was then read (λex= 488 nm; λem= 520 nm). 

 

Apoptosis assessment: DNA fragmentation (SubG1 peak) evaluation 

Subconfluent cells were harvested with trypsin-EDTA, pelleted and washed in PBS. They 

were then permeabilized in PBS containing 0.1 % Triton-X100 and 0.5 mg/mL bovine 

ribonuclease A for 5 minutes at 4°C. Then, the cells were stained with propidium iodide for 3 

minutes at 4°C. After resuspension in PBS, the cells were analyzed by flow cytometry 

(C6Flow Cytometer®, Accuri Cytometers, St. Ives, UK). 

 

Genotoxicity: DNA double-strand break - γH2AX expression 

Following our adaptation of Audebert’s protocol (Audebert et al., 2010), the cells were 

fixed for 20 minutes using paraformaldehyde 2% then paraformaldehyde was neutralized 

using 20mM NH4Cl for 2 minutes. Then, the cells were permeabilized (Triton X-100, 0.2%) 

and blocked with a PBS solution containing 10% of fetal bovine serum and 0.2%Triton X-100 

for 1 hour. The cells were incubated with primary antibody (rabbit anti-γH2AX, 1/200, Cell 
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signaling, Leiden, The Netherlands) for 2 hours, then with secondary antibody (Dylight 800 

conjugate anti-rabbit IgG, 1/500, Cell signaling) for 1 hour. Nuclei were stained with TO-PRO-

3 at 2μg/µL. The fluorescence signal was then scanned (λexc = 700 nm then 800 nm) using an 

infrared microplate reader (Odyssey, Li-cor ScienceTec). Fluorescence signal corresponding 

to γH2AX expression was normalized by fluorescence signal corresponding to DNA content. 

 

Genotoxicity: DNA single-strand break - picogreen assay 

The cells were collected then lysed on ice for 30 minutes in a lysis buffer (10mM Tris 

pH8, 1mM EDTA, 0.2% Triton X-100 in purified water). Then, DNA was stained with 

picogreen (Invitrogen) for 5 minutes. Fluorescence signal was then read (λexc= 460 nm; λem= 

540 nm) then normalized by protein content for each condition. 

 

Cell cycle analysis 

Cell cycle was analyzed using quantification of DNA content. Proliferating cells were 

harvested with trypsin-EDTA, pelleted and washed in PBS. They were then permeabilized in 

PBS containing 0.1 % Triton-X100 and 0.5 mg/mL bovine ribonuclease A for 5 minutes at 4°C. 

Then, the cells were stained with propidium iodide for 3 minutes at 4°C. After resuspension 

in PBS, the cells were analyzed by flow cytometry (C6Flow Cytometer®, Accuri Cytometers, 

St. Ives, UK). 

 

Cell proliferation 

Cells in proliferation were incubated with BaP. Every day for 4 days, the cells were 

harvested with trypsin-EDTA and counted using a Thoma cell counting chamber. 
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Plasma membrane and lipid raft assessment: caveolin-1 and Zonula Occludens-1 (ZO-

1) expression 

The cells were harvested with trypsin-EDTA and incubated with rabbit anti-caveolin-1 

antibody (1.8 µg/mL, Sigma-Aldrich) or rabbit anti-ZO-1 antibody (2.5 µg/mL, Zymed 

laboratories, France) diluted in PBS containing 0.5 % of bovine serum albumin for 45 minutes 

at 4°C. After wash, the cells were incubated with fluorescein isothiocyanate (FITC)-

conjugated mouse anti-rabbit or Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit antibody for 30 minutes at 

4°C. Flow cytometric quantitation of fluorescence was measured using C6 Flow Cytometer® 

(Accuri Cytometers, St. Ives, UK). 

 

Plasma membrane assessment: phosphatidylserine localization 

The cells were fixed for 20 minutes using paraformaldehyde (PFA 2 %) at room 

temperature then incubated with annexin-V for 15 minutes (Noble et al., 1999). Vectashield 

was used as mounting medium and slides were observed under a Leica TCS SP2 confocal 

microscope (Leica Microsystems) equipped with a x40 oil-immersion objective. Confocal 

imaging was performed at the Cellular and Molecular Imaging Facility (UMS 3612 CNRS, US 

25 INSERM, Faculty of Pharmacy, Paris Descartes University, Paris, France).  

 

Plasma membrane and lipid raft assessment: P2X7 and ZO-1 expression by 

immunofluorescence 

The cells were fixed, permeabilized, and then incubated with primary antibody (rabbit 

anti-P2X7 at 10 μg/mL, Santa Cruz Biotechnology, Germany, or rabbit anti-ZO-1 at 5 μg/mL, 

Zymed Laboratories, France) for 1 h, then with secondary antibody (Alexa Fluor 488 goat 
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anti-rabbit IgG). Nuclei were stained with TO-PRO-3 at 2μg/µL. Vectashield was used as 

mounting media and slides were observed under confocal microscope. 

 

P2X7 pore opening: YO-PRO-1 assay 

YO-PRO-1, a fluorogenic probe, enters cells through P2X7 receptor activation-induced 

pores and emits fluorescence when it binds DNA (Idziorek et al., 1995; Surprenant et al., 

1996). Following our validated protocol, a 2 μM YO-PRO-1 solution was distributed in wells 

and the microplate was placed at room temperature away from light for 10 minutes (Dutot 

et al., 2006). The fluorescence signal was then scanned (λexc = 491 nm, λem = 509 nm). 

 

P2X7 canal function: calcium dosage - Fluo-4 direct calcium assay kit 

Cellular calcium level was determined according to the manufacturer’s instructions 

(Invitrogen, The Netherlands). Cells were incubated with Fluo-4 probe solution for 30 min. 

Fluorescence signal was then read (λexc= 494 nm; λem= 516 nm). 

 

Plasma membrane and lipid raft assessment: P2X7 expression by In Cell Western 

According to Audebert’s protocol (Audebert et al., 2010), the cells were fixed, 

permeabilized, and then blocked with 10 % fetal calf serum and 0.2 % Triton in PBS for 1h. 

The cells were incubated with primary antibody (rabbit anti-P2X7 at 10μg/mL) for 2 h then 

with an infrared fluorescent dye conjugated antibody (IRDye™ 800CW, Rockland) and TO-

PRO-3 for DNA labelling (Invitrogen, France) for 1 h. Infrared fluorescence (800 nm) and TO-

PRO-3 fluorescence (700 nm) were simultaneously read using an infrared imaging scanner 

(Odyssey, Li-Cor Science Tec, France). Fluorescence of TO-PRO-3 and infrared P2X7 antibody 

staining were analysed by Image J software. The ratio between the intensity of infrared 
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emission of P2X7 antibody and TO-PRO-3 was calculated in arbitrary units to quantify the 

level of P2X7 expression. 

 

Results exploitation and statistical analysis 

All microtitration data were obtained in fluorescence or absorbance units and expressed 

as a percentage of the negative control (culture medium) or as relative units compared to 

negative control. Each point was tested in 6 different wells and experiments were 

reproduced in triplicate. Cell counting and flow cytometry experiments were reproduced in 

triplicate. Data are expressed as means ± standard deviation. The mean values for each test 

were analyzed by a one-way ANOVA followed by Dunnett’s test (Sigma Stat 2.0; Chicago, 

Illinois, USA) and the level of significance was fixed at 0.05. Data obtained by confocal 

microscopy were representative of 3 independent experiments. No difference was observed 

between negative control (culture medium) and solvent (DMSO) (data not shown). 

 

RESULTS 

 

CYP1A1 and CYP1B1 induction in JEG-3 cells was observed after BaP incubation at 1 and 

10 µM (x7.35 and x1.43, respectively, compared to negative control) (Fig.1). The 

metabolization of BaP by CYP1A1 and CYP1B1 was decreased (x2.63 instead of x7.35) or 

totally abolished (x1.13 instead of x1.43) when the cells were pre-incubated with a CYP1A1 

and CYP1B1 inhibitor, apigenin at 30 µM. 

In order to confirm BaP metabolization, its putative oxidized metabolites were detected 

in cell pellets and supernatants using liquid chromatography coupled to high resolution mass 

spectrometry (Fig.2). BaP and its metabolites were detected at m/z values corresponding to 
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the M+ ions. No metabolites were detected in culture medium free of cells, indicating no 

degradation of BaP due to chemical oxidation (Fig. 2A and Table 1). Moreover, neither BaP 

nor oxidized metabolites were found in cell culture supernatants and cell pellets incubated 

in culture medium free of BaP (Fig.2B and 2C top panels and Table 1). These results indicated 

that culture medium and JEG-3 cells used in our study were not contaminated by exogenous 

source of BaP. Besides, following incubation with BaP 10 µM, we detected not only BaP in 

supernatants and cell pellets but also few oxidized metabolites (Fig. 2B and 2C bottom panel 

and Table 1). 

 

No loss of cell viability was detected after incubation with BaP up to 10 µM for 72h on 

JEG-3 cells (Fig.3A). Moreover, neither change in p53 phosphorylation on serine 46 nor 

chromatin condensation nor DNA fragmentation were observed, whatever may be the 

concentration of BaP (Fig.3B, 3C and 3D). However, BaP induced an increase in γH2AX 

expression in a concentration-dependent manner, from 0.1µM (x1.40 at 0.1 µM, x1.80 at 1 

µM and x2.22 at 10 µM, Fig.4A). A decrease in DNA double-strand content was also observed 

after BaP incubation at 1 and 10µM (respectively x0.50 and x0.36, Fig.4B). 

BaP at 1 and 10 µM induced cell accumulation in G2/M phase compared to negative 

control, whereas it didn’t affect cell cycle at 0.1 µM (Fig.5A). After 72 h, BaP at 1 µM and 10 

µM decreased significantly the proliferation of JEG-3 cells compared to negative control. In 

contrast, BaP at 0.1 µM that had no significant effect up to 4 days (Fig.5B). 

 

Flow cytometry results showed that BaP at 1 µM and 10 µM significantly increased 

plasma membrane caveolin-1 expression (x4.02 at 1 µM and x5.11 at 10 µM) but not at 0.1 

µM compared to negative control (Fig.6A). Moreover, BaP at 10 µM increased the 

- 243 - 

 



fluorescence signal of annexin V in non-permeabilized cells and consequently the localization 

of phosphatidylserines in the outer plasma membrane (Fig.6B). 

As shown in our flow cytometry results, ZO-1 expression was significantly increased in 

JEG-3 cells, after BaP incubation in a concentration-dependent manner (x1.21 at 0.1 µM, 

x3.73 at 1 µM and x5.21 at 10 µM, Fig.7A). ZO-1 labeling for confocal microscopy showed a 

stronger fluorescence of cell membrane after BaP incubation than in negative control, which 

is in accordance with BaP-induced ZO-1 overexpression observed in flow cytometry (Fig.7B). 

 

The expression of P2X7 receptor in JEG-3 cells was confirmed by confocal microscopy 

analysis. As shown in figure 8A, isotype control showed no significant labeling whereas cells 

immunostained with both primary and secondary antibody showed strong labeling.  

P2X7 pore opening, reflecting P2X7 receptor activation, was detected performing the 

YO-PRO-1 assay. Fluorescence signal, associated to P2X7 pore opening, significantly 

increased after BaP incubation compared to negative control (x1.33 at 0.1 µM, x1.43 at 1 µM 

and x1.75 at 10 µM, Fig. 8B). Ionic channel function of P2X7 receptor was evaluated by 

calcium dosage. Cellular calcium fluorescence signal was significantly higher after 10 µM BaP 

incubation than in negative control (1.32 vs 1.00), whereas BaP at 0.1 µM and 1 µM had no 

effect (Fig.8C). P2X7 receptor expression was studied by In Cell Western. The ratio green/red 

fluorescence, indicative of P2X7 receptor expression compared to DNA content, significantly 

increase after BaP incubation compared to negative control (x1.25 at 0.1 µM, x1.46 at 1 µM 

and x1.54 at 10 µM, Fig. 8D). P2X7 labeling for confocal microscopy showed a stronger 

fluorescence after BaP incubation than in negative control, which is in accordance with BaP- 

induced P2X7 overexpression observed by In Cell Western. 
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DISCUSSION 

In toxicological studies, placenta is mainly considered as a barrier to study placental 

transport of toxic compounds from mother to fetus. Our study showed that placenta is not 

only a barrier between mother and fetus but also a specific target organ for toxic 

compounds that can perturb pregnancy and fetal development. 

First, we checked that BaP was metabolized by our cell model. After BaP incubation, the 

presence of this pollutant was detected in JEG-3 trophoblast cells using mass spectrometry. 

This result indicates that BaP can cross plasma membrane and is supported by the fact that 

no endogenous BaP was detected in cells. Moreover, metabolites of BaP were also detected 

in cells and cell supernatants, indicating that our trophoblast cell model metabolized and 

excreted this PAH. The fact that no exogenous source of BaP in the medium was detected 

indicates that these metabolites cannot be produced by chemical oxidation. 

Neither BaP up to 10µM nor its metabolites induced loss of cell viability or apoptosis. 

Indeed, BaP led to no change in pro-apoptotic marker p53 protein phosphorylated on serine 

46 level, chromatin condensation nor DNA fragmentation in our study. However, previous in 

vitro studies showed that BaP induced cell death by necrosis and apoptosis in lung, liver and 

kidney cells at lower concentrations or shorter incubation duration than the ones used in our 

study (Jiang et al., 2013; Jiang et al., 2012; Umannova et al., 2011; Zhang et al., 2014; Zhu et 

al., 2014). We suggest that placental cells has specific responses and protection mechanisms 

compared to other cell types and it reinforces the idea that placenta is a fully-fledged organ 

to study BaP or other chemicals toxicity. Although no loss of cell viability or apoptosis was 

observed, BaP induced both DNA single- and double-strand breaks on JEG-3 trophoblast 

cells. Indeed, BaP increases γH2AX expression, which is a protein implicated in DNA double-

strand break repair. This result suggests that BaP induced DNA double-strand break which 
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can be repair. But as this repair is not error-free, it can contribute to BaP toxicity. In our 

study, BaP also decreased DNA double-strand content, which suggests that BaP induced DNA 

single-strand breaks. So, BaP led to DNA breaks in JEG-3 trophoblast cell line, which is in 

accordance with previous studies (Einaudi et al., 2014; Garry et al., 2003; Jeng et al., 2013; 

Tung et al., 2014). 

DNA damage can be associated to cell cycle arrest and consequently to decrease in cell 

proliferation (Chen et al., 2010; Zhou and Elledge, 2000), so we focused our interest on these 

two parameters. Our results showed that BaP inhibited cell proliferation with a G2/M phase 

cell cycle arrest of proliferating cells. Decrease in cell proliferation has already been 

observed after trophoblast cells incubation with BaP (Zhang et al., 1995; Zhang and 

Shiverick, 1997) whereas carcinogens usually lead to an increase in cell proliferation (Cohen 

and Ellwein, 1990). Placental cells differ from other cell types in their response to toxic 

chemicals during carcinogenesis and, consequently, are unique. BaP, as other CYP1A1 

activators, inhibits epidermal growth factor fixation to its membranous receptor on placenta 

and reduces epidermal growth factor extracellular levels, which could explain in part the 

decrease in cell proliferation (Guyda et al., 1990; McGarry et al., 2002). BaP-induced 

inhibition of cell proliferation and cell cycle arrest in trophoblasts and thus could have a 

possible impact on pregnancy and fetal growth (Rappolee et al., 2010). 

As BaP crosses plasma membrane, we focused our attention on lipid raft domains to 

identify biomarker of exposure. Those specific microdomains of plasma membrane are 

enriched in proteins, such as caveolin-1 or phosphatidylserine, and known to be perturbed 

by some exogen molecules (Bruyere et al., 2011; Elyassaki and Wu, 2006). We showed that 

BaP at low concentration led to plasma membrane remodeling, including an increased in 

caveolin-1 expression and the externalization of phosphatydiserines in the outer plasma 
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membrane, and a modification of tight junctions, characterized by an increase in ZO-1 

expression. Tekpli et al. showed that BaP alters the lipid composition of lipid rafts domains 

and Gorria et al. that membrane fluidity changes after BaP incubation (Gorria et al., 2006; 

Tekpli et al., 2012; Tekpli et al., 2010). BaP has a double effect on placental cell membranes: 

it increases cell and formation of cholesterol-rich membrane microdomains. P2X7 receptor is 

a purinergic receptor mainly activated by ATP present in membrane microdomains (Barth et 

al., 2007; Pfleger et al., 2012). Upon activation, P2X7 receptor forms either a cationic 

channel or a large permeation pore. P2X7 receptor has been implicated in many cellular 

pathways: inflammation, apoptosis, carcinogenesis, but also in degenerative disease and 

oxidative stress (Adinolfi et al., 2012; Chen et al., 2013; Humphreys and Dubyak, 1998; Labasi 

et al., 2002; Parvathenani et al., 2003; Solini et al., 2013). In the present study, we showed 

for the first time that P2X7 receptor is expressed by JEG-3 trophoblast cell line. Roberts et al. 

and Divald et al. have detected P2X7 expression on human trophoblasts primary culture, we 

suggest that JEG-3 cells are a coherent in vitro model for toxicological studies (Roberts et al., 

2006; Roberts et al., 2007). BaP stimulated P2X7 pore formation associated to an increase in 

cellular calcium content, this PAH therefore modifies BaP both P2X7 pore permeation and 

channel function. To sum up, BaP promotes cell tightness and lipid raft recruitment that 

facilitate P2X7 activation and pore formation. Furthermore, BaP is a carcinogenic pollutant 

and P2X7 receptor has been found to be overexpressed and/or activated in several cancers 

(Adinolfi et al., 2002; Raffaghello et al., 2006; Slater et al., 2004a; Slater et al., 2004b; Solini 

et al., 2008; Takai et al., 2012). In JEG-3 cells, we showed that P2X7 receptor is not only 

overexpressed but also activated after BaP incubation which reinforces the interest of this 

cell line as a pertinent model to study BaP effects. 
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The trophoblast JEG-3 cell line appears to be a relevant model to evaluate placental 

toxicity of molecules suspected to be at risk for pregnancy. Here we showed that placental 

cells might respond in an organ-specific manner to chemicals. We identified biomarkers of 

BaP exposure at BaP subtoxic concentrations in our study. Indeed, BaP induced trophoblast 

cell membrane modifications characterized by Cav-1 overexpression, P2X7 receptor 

overexpression and activation, cell cycle arrest and inhibition of cell proliferation. Further 

studies are required using physiological models of human placental studies but our results 

suggest possible biomarkers, which could be helpful for a better understanding of placental 

tissue degeneration mechanisms in pregnancy disorders or in cancer and placenta should be 

included in toxicological studies to better understand mechanisms underneath pregnancy 

disorders.  
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FIGURES 

 

 

 

Figure 1: CYP1A1 and CYP1B1 activity evaluated using 7-EROD probe. Cells were 

incubated with BaP for 72 h or apigenin (CYP1A1 and CYP1B1 inhibitor) for 30 min prior to 

BaP incubation. *** p <  0.001  compared to negative control, $$$ p < 0.001 compared to 

BaP. 

 

- 257 - 

 



 

Figure 2: Detection of BaP and its metabolites by mass spectrometry in Jeg-3 cells and cell 

supernatants. Reconstructed ion chromatogram (green lines) at m/z values of the BaP M+ 
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ion and its oxidized metabolites detected as M+ ions for cell-free culture medium (A), cell 

culture supernatants (B) and cell pellets (C). Insets are displayed mass spectra of BaP and 

metabolites actually detected (blue lines). Areas under the curve (AUC) are representative of 

the concentrations of molecules in samples. 
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Figure 3: Cell viability and apoptosis evaluation after BaP incubation. (A) Cell viability 

using neutral red uptake on living cells after BaP incubation for 72 h. (B) p53 phosphorylation 

on serine 46 level after BaP incubation for 72 h. The cells were harvested, nuclear extracts 

were collected then phosphorylated p53 and total p53 levels were evaluated by ELISA. 

Phosphorylated p53 level was normalized by total p53 level. (C) Chromatin condensation 

evaluated by Nuclear ID assay on living cells after BaP incubation for 72 h. (D) DNA 

fragmentation (SubG1 peak) evaluated by flow cytometry after BaP incubation for 72 h. The 

cells were harvested, fixed and permeabilized then DNA was stained using propidium iodide. 

DNA content was then analyzed on flow cytometry. 
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Figure 4: BaP-induced genotoxicity. (A) γH2AX expression on In Cell Western after BaP 

incubation for 72 h. The cells were fixed and permeabilized before γH2AX immunostaining. 

(B) DNA double-strand content after BaP incubation for 72 h. The cells were lysed and DNA 

was labelled using picogreen probe. Fluorescent signal was then read on a microplate 

cytometer. 
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Figure 5: (A) Cell cycle analysis by flow cytometry after BaP incubation for 72 h. The cells 

were harvested, fixed and permeabilized then DNA was stained using propidium iodide. (B) 

Cell proliferation under BaP incubation. Cell density was evaluated by cell counting each day 

for 4 days. *** p < 0.001 compared to negative control. 
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Figure 6: (A) Caveolin-1 expression by flow cytometry after 72 h BaP incubation. The 

cells were harvested and fixed, and then caveolin-1 was immunostained. *** p < 0.001 

compared to negative control. (B) Phosphatidylserines externalization observed under 

confocal microscopy after BaP incubation for 72 h. The cells were fixed then 

phosphatidylserines in outer plasma membrane were labelled using annexin V. 
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Figure 7: ZO-1 expression by flow cytometry (top panel) and confocal microscopy 

(bottom panel) after BaP incubation for 72 h. The cells were fixed and permeabilized before 

ZO-1 immunostaining. * p < 0,01; *** p < 0.001 compared to negative control. 
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Figure 8: P2X7 receptor expression and activation after BaP incubation. (A) P2X7 

receptor expression by confocal microscopy. The cells were fixed, permeabilized then 

labelled with primary and secondary antibodies (a) or secondary antibody alone as isotype 

control (b). Nuclei were labelled with TO-PRO-3. (B) P2X7 pore permeation using YO-PRO-1 

probe on living cells after BaP incubation for 72 h. *** p < 0.001 compared to negative 
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control. (C) Calcium dosage using Fluo-4 assay on living cells after BaP incubation for 72 h. 

*** p < 0.001 compared to negative control. (D) P2X7 expression by In Cell Western (top 

panel) and confocal microscopy (bottom panel) after BaP incubation for 72 h. The cells were 

fixed and permeabilized before P2X7 immunostaining. On top, pictures represent the merge 

of TO-PRO-3 fluorescence (DNA content in red) and P2X7 infrared antibody (green), and 

histogram represents the infrared P2X7 antibody / TO-PRO-3 ratio calculated in arbitrary 

units. On bottom, confocal microscopy pictures represent the merge of TO-PRO-3 

fluorescence (blue) and P2X7 antibody (green) in negative control (left) and in BaP 10 µM 

(right). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- 266 - 

 



 

 

Figure 9: Graphical abstract 
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ABSTRACT 

Background: Retinal Müller glial cells are responsible for maintaining retinal 

homeostasis and their alterations under pathological conditions can contribute to retinal 

degeneration. Age-related macular degeneration (AMD) is characterized by accumulation of 

extracellular deposits called drusen in which amyloid β peptide (Aβ) is a key constituent. Aβ 

is commonly associated with senile plaques in Alzheimer’s disease (AD). P2X7 cell death 

receptor has been found to be involved in AD pathogenesis, we so investigated the P2X7-

dependent cell-death pathway induced by Aβ on Müller cells. 

Methods: retinal Müller glial cells were incubated with Aβ for 48h. Cell viability was 

assessed using Alamar blue assay and cytotoxicity using lactate dehydrogenase release 

assay. P2X7 receptor expression was highlighted by immunolabelling observed on confocal 

microscopy and its activation was evaluated by YO-PRO-1 assay. Hoechst 33342 was used to 

evaluate chromatin condensation and caspase 8 and 3 activation was assessed using AMC 

assays. Lipid formulation rich in EPA and DHA used to modulated Aβ cytotoxicity were 

incubated on cells for 15 minutes prior Aβ incubation 

Results: For the first time, we showed that Aβ induced caspase-independent apoptosis 

through P2X7 receptor activation on our retinal model. Docosahexaenoic acid (DHA) and 

eicosapentaenoic acid (EPA) are poly unsaturated fatty acids recommended in food 

supplement to prevent AMD. We so modulated Aβ cytotoxicity using a lipid formulation rich 

in DHA and EPA to have a better understanding of the results observed in clinical studies 

Conclusions: We showed that fish oil rich in EPA and DHA, in combination with a potent 

P2X7 receptor antagonist, represent an efficient modulator of Aβ toxicity and that P2X7 

could be an interesting therapeutic target to prevent AMD. 

- 270 - 

 



INTRODUCTION 

 

Age-related Macular Degeneration (AMD) is a progressive degeneration of the macula, 

the portion of the retina used for central vision. It is the leading cause of irreversible loss of 

vision in those over 50 years in the Western industrialized world [1]. The United Nations 

estimates the number of people with AMD at 20-25 million worldwide [2]. As AMD 

progresses, it can develop into two distinct forms of late or advanced AMD: “dry” AMD 

(geographic atrophy, 90%) and “wet” AMD (neovascular AMD, 10%). Early stage of AMD is 

characterized by the formation of drusen that are deposits of extracellular material located 

underneath the retinal pigmented epithelium (RPE). Drusen provokes an inflammatory 

response and are associated with RPE atrophy. Photoreceptors overlying drusen died by 

apoptosis, whereas retinal Müller glial cells are activated. Under physiological conditions, 

Müller cells are responsible for maintaining its homeostasis, support neuronal activity and 

participate in the induction, maintenance and proper functioning of the blood-retinal barrier 

[3-5]. Alterations of Müller cells under pathological conditions can contribute to retinal 

degeneration [6-8]. There is no curative treatment against atrophic AMD, which affects 90% 

of AMD patients. Indeed, consumption of micronutrients, such as zinc, β-carotene or 

vitamins, has been shown to prevent AMD progression. A study reviewing the role of dietary 

omega-3 long chain poly-unsaturated fatty acid (PUFA) in the prevention of AMD, reported a 

38% reduced rate of progression to late AMD [9]. DHA (docosahexaenoic acid, C22:6 ω-3) 

and its precursor EPA (eicosapentaenoic acid, C20:5 ω-3) are the major structural long chain 

PUFA of the membrane of photoreceptors [10]. DHA is essential for the biogenesis and the 

function of photoreceptors [11]. Moreover, EPA and DHA have antioxidant, anti-

inflammatory, antiapoptotic and antiangiogenic roles in retina [12, 13]. PUFA content in the 
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retina decreases with aging and it potentially induces a dysfunction of retinal cells. 

Participants who reported the highest levels of EPA consumption had a reduced likelihood of 

AMD progression [14]. Amyloid β peptide (Aβ) is a key constituent of drusen [15-17]. It has 

been suggested that drusen could correspond to the transposition of senile plaques in 

Alzheimer’s disease (AD). In the retina of mice models of AD, an age-dependent Aβ 

accumulation has been detected, possibly resulting in neurodegeneration [18]. It has been 

found that oligomerized Aβ is more toxic than non-oligomerized Aβ in retinal cell cultures 

[19, 20]. Retinal toxicity seems to be associated with oxidative stress and pro-inflammatory 

response but underlying mechanisms remain not clearly defined [21, 22]. The purinergic 

receptor P2X7 is an ATP-gated cationic channel expressed by virtually all types of cells [23, 

24]. P2X7 is involved in oxidative stress, cell death and inflammatory processes, all of which 

have been linked to AMD [25, 26]. Moreover, a recent genetic study has demonstrated that 

a haplotype containing a rare genetic variant of P2X7 receptor is associated with increased 

susceptibility to AMD [27].The aim of our study was first to describe the P2X7-dependent 

cell-death pathway induced by Aβ on Müller cells, then to modulate Aβ cytotoxicity using a 

lipid formulation rich in DHA and EPA. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Reagents 

Reagents for cell culture were provided by Eurobio (Les Ulis, France), flasks and 

microplates from Corning (Schiphol-Rijk, The Netherlands), chamber slides from Nunc-

Thermo Fisher Scientific (Rochester, NY, USA). Lipid formulation rich in DHA and EPA was 

provided by Yslab (Quimper, France). BBG, a specific P2X7 receptor inhibitor [28], was 
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purchased from Bio-Rad (Richmond, California). Hoechst 33342, YO-PRO-1, TO-PRO-3 and 

secondary antibodies were purchased from Invitrogen (Poort Gebouw, The Netherlands). Aβ 

(Bachem, Weil am Rhein, Germany) was oligomerized as previously described [29]. Primary 

antibodies were provided from Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, Germany). All other 

chemicals, dyes and kits were provided from Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France). 

 

Cell culture 

The experiments were performed using the immortalized and well established human 

Müller cell line MIO-M1 [30]. MIO-M1 were cultured using Dulbecco’s Modified Eagle’s 

medium, supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 2 mM L-glutamine, 50 IU/ml 

penicillin and 50 IU/ml streptomycin, at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO2 as 

previously described [31]. Confluent cultures in flasks were removed by trypsin incubation, 

and then the cells were seeded into 96-well (20,000 cells per well) or 24-well (38,000 cells 

per well) culture microplates and kept at 37°C for 24h. 

 

Incubation protocols  

Whenever the cells reached confluency, culture medium was removed and the cells 

were incubated with oligomerized Aβ (25µM in 2.5% FBS medium for 48h) or HNE (2, 10, 20 

or 50µM, for 6h, 24h or 48h) at 37°C. 

Neat fish oil containing EPA and DHA (see composition in Table 1) was incubated for 15 

minutes followed by 24 hours in culture medium prior to Aβ incubation [32-34]. Brilliant Blue 

G (BBG) (25μM, according to Kawahara [35]) was incubated with cells for 15 minutes prior to 

Aβ incubation. BBG is a potent inhibitor of P2X7 receptor since concentrations as low as 

25µM are enough to inhibit receptor activation. 
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Cell viability (necrosis assessment): Alamar blue assay 

The Alamar Blue® assay uses resazurin, a blue fluorogen probe, which is reduced to a 

red fluorescent compound (resorufin) by intracellular redox enzymes [36]. A solution of 

resazurin at 0.1mg/mL was prepared in PBS then diluted to the eleventh in culture medium 

supplemented with 2.5% FBS. The cells were exposed to resazurin solution for 6 hours at 

37°C, then the fluorescence signal was read (λexc = 535nm, λem = 600nm, Safire; Tecan®, 

Zurich, Switzerland). 

 

Cytotoxicity: Lactate dehydrogenase (LDH) release assay 

The LDH assay measures membrane integrity as a function of the amount of cytoplasmic 

LDH released into the medium [37]. Briefly, cell supernatants were incubated with the LDH 

mixture containing NAD as LDH substrate and a tetrazolium dye (the mixture was prepared 

according to manufacturer’s instructions for Sigma kit TOX7) for 30 minutes. Absorbance 

was detected at 490 nm (Safire; Tecan®, Zurich, Switzerland).  

 

P2X7 expression by immunofluorescence using confocal microscopy 

After seeding in chamber slides for 24h, the cells were fixed with 2% paraformaldehyde 

and 2mM calcium for 15 min at room temperature. The cells were then permeabilized with 

0.2% triton X-100 for 5 min. First, the cells were incubated with primary antibody (rabbit 

anti-P2X7 at 5μg/mL) in a solution of PBS-1% BSA or in PBS-1% BSA by omitting primary 

antibody (isotypic control) for 1h, and second, the cells were incubated with secondary 

antibody (Alexa Fluor 488 anti-rabbit IgG) in PBS-1% BSA for 1h away from light. Third, nuclei 

were stained with TO-PRO-3 at 2μg/μL for 10 min. Slides were then observed under a Leica 
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TCS SP2 confocal microscope (Leica Microsystems) equipped with a x40 oil-immersion 

objective. Staining specificity was carefully checked by omitting primary antibody. 

Confocal imaging was performed at IFR71-IMTCE Cellular and Molecular Imaging 

platform (Faculté de Pharmacie, Université Paris Descartes, Paris, France). 

 

P2X7 activation: YO-PRO-1 test 

YO-PRO-1, a fluorogenic probe, enters cells through P2X7 receptor activation-induced 

pores and emits fluorescence when it binds DNA [38]. A 2μM YO-PRO-1 solution in PBS was 

distributed in wells and the microplate was placed at room temperature away from light for 

10 minutes [39-43]. The fluorescence signal was then scanned (λexc = 491nm, λem = 509nm, 

Safire; Tecan®, Zurich, Switzerland). 

 

Chromatin condensation: Hoechst 33342 assay 

Hoechst 33342 dye is used to detect chromatin condensation in cells simultaneously 

with propidium iodide [41]. Hoechst 33342 enters living and apoptotic cells whereas 

propidium iodide enters necrotic cells faster than Hoechst 33342. A solution of Hoechst 

33342 at 10mg/mL and propidium iodide at 0.5mg/mL was prepared in PBS. Cells were 

exposed for 30 minutes at 37°C then the fluorescence was read (λexc = 365nm, λem = 

450nm, Safire; Tecan®, Zurich, Switzerland). 

 

Caspases 3 and 8 activation: AMC assays 

The caspases 3 and 8 fluorometric assays were realized following the procedure for 

fluorometric assay of caspases 3 and 8 activity in adherent cell lines of the CASP3F and 

CASP8F Sigma kits. Briefly, the cells were treated with lysis buffer and incubated on ice for 
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20 min. Then, DEVD-AMC for caspase 3 detection or IETD-AMC for caspase 8 detection was 

added in each well. The samples were incubated in the dark at room temperature for 30 

minutes. Afterward, the fluorescence signal was read (λexc = 360 nm, λem = 460 nm, Safire; 

Tecan®, Zurich, Switzerland). 

 

Results exploitation and statistical analysis 

All data for microtitration were obtained in fluorescence or absorbance units and 

expressed as a percentage of the negative control (culture medium). Each point was tested 

in three different wells and experiments were reproduced in triplicate. Data are expressed 

as means ± standard deviation. The mean values for each test were analyzed by one-way 

ANOVA followed by the Dunnett test (Sigma Stat 2.0; Chicago, Illinois, USA) and the level of 

significance was fixed at 0.05. 

 

RESULTS 

 

First, we investigated cell viability in Aβ-treated MIO-M1 cells. No significant difference 

in cell viability was observed between Aβ-treated MIO-M1 and negative control MIO-M1, 

when tested by the Alamar Blue assay (Fig. 1A). No significant change in the plasma 

membrane integrity was detected in Aβ-treated MIO-M1 in comparison to negative control, 

when tested by LDH activity (Fig. 1B).  

Fig. 2 shows a strong labeling of MIO-M1 cell membranes using a specific anti-P2X7 

antibody (Fig. 2A right) compared to isotype control antibody (Fig. 2A left). 

Then, we analyzed P2X7 pore formation by the YO-PRO-1 assay. Fluorescence signal 

significantly increased (x3.16, p<0.001) when MIO-M1 were incubated with Aβ compared to 
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negative control (Fig. 2B). When the Aβ-treated MIO-M1 were preincubated with the P2X7 

inhibitor, BBG, the fluorescence signal significantly decreased (x0.48, p<0.001) compared to 

Aβ-treated MIO-M1 without pre-incubation, confirming activation of P2X7 by Aβ.We also 

observed that a specific P2X7 receptor activator, BzATP, increased P2X7 pore formation, 

which confirms the specificity of the YO-PRO-1 assay to evaluate P2X7 activation. We also 

studied chromatin condensation, an irreversible early phase of apoptosis assessed by the 

Hoechst 33342 assay because even no loss of cell viability at 48h doesn’t mean no apoptosis 

at 48h. In Figure 3, Hoechst 33342 fluorescence was significantly increased (x2.11, p<0.001) 

in Aβ-treated MIO-M1 compared to negative control. Preincubation of Aβ-treated MIO-M1 

with BBG totally inhibited chromatin condensation compared to Aβ-treated MIO-M1 without 

preincubation increased (x0.53, p<0.001), indicating the central role of P2X7 in the 

mediation of Aβ-induced condensation of Müller cell chromatin. Finally, we evaluated 

caspase activation. We focused our attention on caspase 8 and caspase 3. No significant 

difference was observed between Aβ-treated MIO-M1 compared to negative control (Fig.4A 

and 4B). 

Altogether, these data indicated that Aβ first alters chromatin state of Müller cells 

without inducing cell death at 48h.  

 

EPA and DHA have antioxidant and antiapoptotic roles in retina, but their protective 

effects on Müller cells against Aβ remains undetermined. P2X7 pore formation was 

significantly decreased (x0.77, p<0.001) when Aβ-treated MIO-M1 were pre-incubated with 

EPA-DHA fish oil compared to Aβ alone, but the signal remains significantly higher than in 

negative control (Fig. 5A), suggesting that P2X7 receptor is a target for protective effects of 

EPA and DHA in Aβ-treated Müller cells. Preincubation of MIO-M1 with both EPA-DHA fish 
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oil and BBG totally inhibited P2X7 pore formation (x0.33, p<0.001), meaning that BBG and 

EPA-DHA fish oil act synergically. Analysis of chromatin condensation, an irreversible early 

phase of apoptosis assessed by the Hoechst 33342 assay showed a significant decrease 

(x0.78, p<0.001) in Hoechst 33342 signal when the Aβ-treated MIO-M1 were pre-incubated 

with EPA-DHA fish oil compared to Aβ-treated MIO-M1 without pre-incubation (Fig.5B). 

Preincubation of Aβ-treated MIO-M1 with both EPA-DHA fish oil and BBG totally inhibited 

chromatin condensation compared to Aβ-treated MIO-M1 with or witout pre-incubation 

with EPA-DHA fish oil (x0.42, p<0.001), confirming the P2X7 receptor-mediated deleterious 

effects of Aβ and the potential protective role of EPA-DHA against these effects in Müller 

cells.  

 

DISCUSSION 

 

Müller cells have been showed to be implicated in AMD [44, 45] and selective ablation 

of these cells led to photoreceptor apoptosis, blood–retinal barrier breakdown and retinal 

neovascularization [46]. We report that oligomerized Aβ induces apoptosis rather than 

necrosis on human retinal Müller cells (MIO-M1). P2X7 receptor is involved in oxidative 

stress, cell death and inflammatory processes, all of which have been linked to AMD. Aβ-

induced apoptosis appears to be P2X7 cell death receptor-dependent and caspase-

independent but further investigations are needed to confirm that. We showed for the first 

time that P2X7 receptor activation plays a pivotal role in Aβ-induced apoptosis in Müller 

cells. Indeed, P2X7 receptor inhibition using a specific antagonist (BBG) drastically decreased 

Aβ-induced apoptosis. Our results are in accordance with previous results that showed that 

P2X7 receptor blockade prevents photoreceptor cell apoptosis and confers neuroprotection 
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in a rat model of Alzheimer's disease brain [47, 48]. However, the mechanism by which BBG 

acts remains to be deeper studied. In our model, P2X7 activation was not associated with 

extrinsic caspase 8 activation, as previously described [49, 50]. Caspase 3, which is involved 

both in the extrinsic and the intrinsic pathways, was not activated in our model, meaning 

that Aβ peptide induces P2X7 activation leading to caspase-independent chromatin 

condensation in Müller cells. 

  

AREDS2 results showed that addition of DHA and EPA to AREDS formulation as ethyl 

esters did not further reduce risk of progression to advanced AMD. In our model, EPA and 

DHA as triglycerides in fish oil had preventive effects towards P2X7 cell death receptor-

dependent apoptosis induced by Aβ. P2X7 receptors are present in caveolae [51-54] that are 

low fluidity membrane lipid rafts domains [55]. We previously showed that the same EPA-

DHA formulation that we used here increased caveolin-1 expression and incorporated into 

retinal cell membranes [56], which can increase membrane fluidity, as described by Yang et 

al. [57]. Therefore, the EPA-DHA fish oil we used can lead to P2X7 cell death receptor 

blockade through lipid raft disruption. 

EPA (20:5 ω-3) is the omega-3 homologue of arachidonic acid (20:4 ω-6), which is at the 

origin of pro-inflammatory mediators (prostaglandin E2). On the contrary, EPA is at the 

origin of anti-inflammatory mediators (prostaglandin E3) after metabolism by COX enzymes 

[58]. As we observed in a previous study, an increase in EPA can lead to a decrease in 

arachidonic acid in cell membranes and then to a decrease in the pro-inflammatory response 

[32]. The high content of EPA in our fish oil formulation could help diminishing the 

inflammation associated to AMD. Fish EPA-DHA and BBG exerted synergic effects in the 

prevention of Aβ damages in our model. As the potential application of BBG as a 
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neuroprotective therapy has already been suggested [47], the mixture of fish EPA-DHA and 

BBG opens further new strategic therapeutics. 

 

CONCLUSION 

 

For the first time, our study showed that Aβ seems to induce caspase-independent 

apoptosis through P2X7 receptor activation in human retinal cells. We showed that marine 

lipid formulation containing EPA and DHA as triglycerides, in combination with BBG, a 

specific P2X7 receptor inhibitor, fully prevented Aβ cytotoxic effects in our model. So, 

marine oils rich in EPA and DHA, in combination with a potent P2X7 receptor antagonist, 

represent a promising efficient modulator of Aβ toxicity.  
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 FIGURES 

 

 

Figure 1: Cell viability (necrosis assessment) using global redox potential (A) and 

cytotoxicity using extracellular LDH dosage (B) were evaluated after Aβ incubation for 48h. 
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Figure 2: Expression and activation of P2X7 receptor in MIO-M1 cells. 

(A) Isotype control (left) and P2X7 receptor labeling (right). Cells were observed using 

confocal microscopy (x200). Pictures are a merge between nuclei and P2X7 staining. (B) P2X7 

receptor activation using YO-PRO-1 assay was evaluated after Aβ incubation for 48h. *** p < 

0.001 compared to negative control, $$$ p < 0.001 compared to Aβ. 
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Figure 3: Chromatin condensation after Aβ incubation for 48h. 

Chromatin condensation using Hoechst 33342 assay was evaluated after Aβ incubation 

for 48h. *** p < 0.001 compared to negative control, $$$ p < 0.001 compared to Aβ. 
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Figure 4: Caspases activation after Aβ incubation for 48h. 

(A) Caspases 8 and (B) caspase 3 activation were evaluated after Aβ incubation for 48h. 
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Figure 5: Aβ-induced apoptosis modulation with marine EPA and DHA lipid 

formulation. 

(A) P2X7 receptor activation and (B) chromatin condensation were evaluated after 

preincubation with fish EPA-DHA oil for 15min and Aβ incubation for 48h. *** p < 0.001 

compared to negative control, $$$ p < 0.001 compared to Aβ. 
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Table 1: EPA and DHA (%) and tocopherol (mg/g) composition of tested oil 

 

  Fish YS-2636 

C20:5 ω3 EPA 36 

C22:6 ω3 DHA 26 

Mixed tocopherol 3.6 
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ABSTRACT  

The aim of this study was to compare cell viability assays for the evaluation of the 

cytotoxicity of different chemical substances. A fibroblastic cell line was exposed to three 

surfactants (cationic-benzalkonium chloride, anionic-sodium dodecylsulfate, non-ionic-

Tween20), two pH modulators (sodium hydroxide and hydrochloric acid), two solvents 

(ethanol and DMSO) and two lipid formulations (olive and Nyamplung oils) for 15 minutes. 

Following incubation, cell viability was evaluated using neutral red, MTT and alamar blue 

assays and cell death was evaluated using the lactate dehydrogenase (LDH) release assay. 

We observed that cell viability was higher with the neutral red assay than with MTT and 

alamar blue assays to evaluate surfactants, sodium hydroxide, ethanol and lipid formulations 

cytotoxicity. The amount of released LDH after cationic surfactants, pH modulators and 

ethanol incubation was greatly less than in control cells, so the LDH release quantification 

was not convenient for these chemicals. In conclusion, different sensitivity was observed for 

each chemical substance with alamar blue and MTT assays being the most sensitive tests in 

detecting cytotoxic events. 

Keywords: fluorescence, cytofluorometry, microplate, cytotoxicity 
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INTRODUCTION 

The early prediction of potential toxicity is highly desirable in order to minimize use 

of animals, costs and time in drug development. The 3R principle is 53 years old (Russell and 

Burch, 1959). The 3R stand for Replacement as the substitution for conscious living higher 

animals of insentient material (cell culture, in silico modeling…), Reduction as using the 

minimum number of animals necessary to obtain information of given amount and precision 

and Refinement as any decrease in the nature, severity or incidence of inhumane procedures 

to those animals which still have to be used. In this context, alternative methods to animal 

testing appear of most importance. In December 2006, following seven years of discussion 

and debate, the European Union finalized new legislation on the control of chemicals 

through the REACH program (Registration, Evaluation and Authorisation of Chemicals). 

Article 1 states that one of the objectives of REACH is the promotion of alternative methods 

for assessment of hazards of substances {Union, 2006 #20}. Besides, animal testing is 

prohibited in the European Union since 2004 for cosmetic products and since 2009 for 

cosmetic ingredients, and it is prohibited to market cosmetic products containing ingredients 

which have been tested on animals. Considerable progress has been made in recent years in 

validating in vitro alternatives to animal tests. It is not a full replacement, but strategic 

combinations of several alternative test methods within a tiered testing strategy may be 

able to replace the most complex human health effects. Among alternative test methods, 

cytotoxicity assays have to be dealt with in depth. Many methods of analysis exist for 

assaying test substances for cytotoxicity and other cellular responses. Among them, the 

evaluation of mitochondrial activity, lysosome incorporation, membrane integrity, and 

intracellular redox potential are the most popular markers to evaluate cell viability.  
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To assess mitochondrial activity, the MTT test is the simplest test. MTT is a water-

soluble yellow dye that is readily taken up by viable cells and reduced by the action of 

mitochondrial dehydrogenases, mainly succinate deshydrogenase (Schiff et al., 1985). The 

reduction product is a water-insoluble blue formazan, which must then be dissolved for 

colorimetric measurement.  

To assess lysosome incorporation, neutral red test is based on the ability of viable 

cells to incorporate and bind the supravital dye neutral red, a weak cationic supravital dye 

that readily penetrates cell membranes by non-ionic diffusion and predominately 

accumulates intracellularly in lysosomes (Borenfreund and Puerner, 1985). Alterations of the 

cell surface of the sensitive lysosomal membrane lead to lysosomal fragility and other 

changes that gradually become irreversible. Lysosomal fragility leads to lysosome inability to 

uptake and store neutral red. It is then possible to distinguish between viable, damaged, or 

dead cells via colorimetric or fluorometric measurements. 

To assess membrane integrity, the release of lactate dehydrogenase (LDH) is 

commonly used (Fischer, 1975). Intracellular enzymes such as LDH are only released after 

damages to cell membranes. Thus, the larger the rate of LDH release is, the greater the 

extent of cell death that occurred in that period is. 

To assess intracellular redox potential, alamar blue test is used (O'Brien et al., 2000). 

When cells are alive, they maintain a reducing environment within the cytosol of the cell. 

Resazurin, the chemical name of alamar blue, is a cell permeable compound that is blue in 

color and non-fluorescent. Upon entering cells, resazurin is reduced to resorufin, a 

compound that is red in color and highly fluorescent. Viable cells continuously convert 

resazurin to resorufin, increasing the overall fluorescence and color of the media 

surrounding cells. 
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These four tests rely on different cell events, but most of the time, little attention is 

paid to the choice of the test. And yet, the chemical properties of the tested substance can 

influence the penetration and/or the reactivity of the dye. Indeed, for example Said et al. 

observed an increase in neutral red incorporation after cell incubation with oil formulations 

(Nyamplung  oil) whereas BrdU incorporation was unchanged (Said et al., 2007a). Besides, 

parameters such as color or pH of the tested substance can interfere with colorimetric dyes 

such as MTT and pH-sensitive dyes such as neutral red. The aim of our study was to improve 

the relevance of in vitro eye irritation methods through the evaluation of cell viability using 

four cell markers: mitochondrial activity, lysosome incorporation, membrane integrity, and 

intracellular redox potential after incubation of fibroblastic cells with different substances. 

We selected cationic, anionic and non-ionic surfactants, pH modulators (acid and basic), 

solvents, and lipid formulations. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Reagents 

Materials for cell culture were provided from Eurobio (Les Ulis, France). 

Benzalkonium chloride (BAC), sodium dodecylsulfate (SDS), Tween 20, sodium hydroxide 

(NaOH), acetic acid, ethanol, MTT, neutral red, resazurin, LDH kit and refined olive oil were 

from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France). Nyamplung oil was purchased from 

Soliance (Pomacle, France).  

 

Cell culture 

The NCTC L 929 fibroblastic cell line (ATCC® CCL-1™) was chosen according to ISO 

10993-5 standard that recommends the use of this cell line for evaluating in vitro 
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cytotoxicity of medical devices {InternationalOrganizationforStandardization, 2010 #45}. 

Cells were cultured under standard conditions (moist atmosphere of 5% CO2 at 37°C) in 

Minimum Essential Medium (MEM) supplemented with 10% foetal bovine serum (FBS), 2 

mM L-glutamine, 50 IU/ml penicillin and 50 IU/ml streptomycin. The medium was changed 

every 3 days. Confluent cultures were removed by trypsin incubation, and then cells were 

counted. They were seeded into 96-well culture microplates at a density of 60,000 cells/mL 

(200µL/well) for microtitration analysis. Cultures were kept in moist atmosphere of 5% CO2 

at 37°C for 24 hours. 

 

Incubation protocols 

Whenever the cells reached subconfluence, the culture medium was removed and 

they were exposed to the above chemicals for 15 minutes to reflect the actual conditions of 

foreign material clearance and to distinguish between non- and moderate irritants. After the 

incubation time, supernatants were collected for the quantification of LDH release. The cells 

were then rinsed with phosphate buffer saline (PBS) and incubated with the dye solution. 

PBS was used as control. 

For oil formulations, the cells were exposed to neat olive oil or Nyamplung oil at 

different concentrations (dilution in olive oil) for 15 minutes. The cells were then rinsed with 

PBS and incubated with culture medium for 24 hours (Dutot et al., 2011; Dutot et al., 2009; 

Said et al., 2007a; Said et al., 2007b). Supernatants were collected for the quantification of 

LDH release. The cells were then rinsed with PBS and incubated with the dye solution. 

Culture medium was used as control.  
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Mitochondrial activity using the MTT test 

The activity of mitochondrial deshydrogenase was measured using the MTT assay. It 

is based on the reduction of yellow tetrazolium salt MTT onto water-insoluble purple 

formazan salt by viable cells (Figure 1) (Schiff et al., 1985). The cells were incubated with 

MTT solution (0.5mg/mL in culture medium without FBS) for 3 hours and rinsed with PBS. 

Formazan salt was solubilized in DMSO and absorbance detection (λabs = 540 nm) was 

undertaken with a microplate colorimeter (Safire, Tecan, France). 

 

Lysosome incorporation using the neutral red test 

The incorporation of neutral red in lysosomes can be extrapolated to cell viability 

(Figure 2) (Borenfreund and Puerner, 1985). The cells were incubated with neutral red 

solution (50mg/mL in culture medium without FBS) for 3 hours and rinsed with PBS. Neutral 

red was extracted from viable cells using 1% acetic acid-50% ethanol and fluorescence (λexc 

= 535 nm, λem = 600 nm) was read using a microplate fluorometer (Safire, Tecan, France) 

according to our published protocol (Dutot et al., 2010; Rat et al., 1994). 

 

Membrane integrity using the LDH release test 

The LDH assay measures membrane integrity as a function of the amount of 

cytoplasmic LDH released into the extracellular medium (Fischer, 1975). Briefly, cell 

supernatants were incubated with LDH mixture containing NAD as LDH substrate and 

tetrazolium dye (the mixture was prepared according to manufacturer’s instructions) for 30 

minutes (Figure 3). Absorbance detection (λabs = 490 nm) was undertaken with a microplate 

colorimeter (Safire, Tecan, France). 
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Intracellular redox potential using the alamar blue test 

Alamar Blue assay uses resazurine, a visible blue fluorogene probe, which is reduced 

to a red fluorescent compound (resorufin) by cellular redox enzymes (Figure 4) (O'Brien et 

al., 2000). The cells were incubated with resazurine solution (0.1 mg/ml) containing culture 

medium supplemented with 2.5% FBS. After a 6-h incubation time, resorufin fluorometric 

signal (λexc = 535 nm, λem = 600 nm) was undertaken with a microplate fluorometer (Safire, 

Tecan, France) according to our published protocol (Dutot et al., 2008; Perrot et al., 2003). 

 

Data analyses 

Data in the text and graphs are shown as fluorescence or absorbance percentage of 

the control, and statistical analyses were performed using one-way ANOVA followed by 

Dunnett’s test (α risk=0.005): ***p<0.001, **p<0.005, *p<0.01 compared to PBS control. 

Each chemical was tested in 6 wells and each test was performed in triplicate. 

 

RESULTS 

 

Surfactants: Benzalkonium chloride (BAC), sodium dodecylsulfate (SDS), Tween 20 

In figure 5A, the three cell viability tests showed a significant concentration-

dependent decrease in cell viability after incubation with BAC, SDS and Tween. Neutral red, 

MTT and alamar blue tests yielded similar results, i.e. a decrease in cell viability after 

incubation with BAC at 0.001% and 0.002% and SDS at 0.005%. After SDS 0.01% incubation, 

the percentage of living cells was 21% according to the neutral red test whereas it was 5% 

and 8% according to MTT and alamar blue tests, respectively. The same gap between neutral 

red results and MTT-alamar blue results was observed after Tween 1% incubation.  
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In figure 5B, the LDH release test showed a concentration-dependent increase in cell 

death induced by BAC, SDS and Tween, but cell death was statistically significant only for SDS 

and Tween. 

 

pH modulators: NaOH, acetic acid 

In figure 6A, MTT and alamar blue tests yielded similar results, i.e. a decrease in cell 

viability after incubation with both NaOH concentrations (around 50% for NaOH 0.02% and 

around 6% for NaOH 0.04% compared to control). Neutral red results after NaOH incubation 

gave higher percentages of cell viability than MTT and alamar blue tests. For the lowest 

acetic acid concentration (0.1%), MTT results were not significant whereas neutral red and 

alamar blue were (p<0.001). After acetic acid 0.2% incubation, MTT results (81% of cell 

viability) were still higher than neutral red and alamar blue results (both tests showed 50% 

of cell viability). For the highest acetic acid concentration (0.4%), neutral red results showed 

30% of cell viability whereas MTT and alamar blue tests yielded similar results around 15% of 

cell viability. 

In figure 6B, the LDH release test showed very weak signals after NaOH and acetic 

acid incubation, inferior to 25% of control for all concentrations. LDH release after NaOH and 

acetic acid incubation was lower than in control cells.  

 

Alcohol solvent: ethanol 

In figure 7A, only MTT test showed statistically significant loss of cell viability after 

ethanol 1% incubation (78% compared to negative control). After ethanol 10%, neutral red 

still did not show any significant decrease in cell viability, contrary to MTT and alamar blue 

tests. Neutral red signal increases with ethanol concentration for the two highest doses: 30% 
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of cell viability after ethanol 20% and 38% of cell viability after ethanol 50%. Alamar blue test 

showed the same range of results for ethanol 20% and 50% (10% of cell viability and 7% of 

cell viability, respectively), whereas MTT showed a significant concentration-dependent 

decrease in cell viability. 

In figure 7B, LDH release results showed weak signals after ethanol incubation. 

Ethanol induced a concentration-dependent decrease in LDH release. As well as for NaOH 

and acetic acid, LDH release after ethanol incubation was lower than in control cells. 

 

Lipid formulations: olive oil and Nyamplung oil 

In figure 8A, neutral red results did not show any significant decrease in cell viability 

after olive oil incubation whereas MTT and alamar blue did, but error bars with neutral red 

results were important. Neutral red and MTT tests yielded very similar results for Nyamplung  

oil, i.e. a decrease in cell viability around 61% at 4% and around 49% at 8%. Alamar blue test 

showed lower rates of cell viability after Nyamplung oil incubation than neutral red and MTT 

tests. 

In figure 8B, olive oil induced cell death (x1.11 compared to control), as well as 

Nyamplung oil 4% (x1.38 compared to control) and 8% (x1.42 compared to control). 

 

DISCUSSION 

The safety assessment of cosmetics as demanded by Directive 76/768/EEC strives to 

protect the consumer on one side, while avoiding animal experiments on the other side 

(TheCounciloftheEuropeanCommunities, 1976). In this respect, safety assessment process 

has to be predictive, reproductive and reliable. ISO standard for the evaluation of medical 

devices cytotoxicity (ISO 10993-5) recommends four tests: the neutral red assay, the colony 
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forming assay (similar to the classic Japanese cytotoxicity assay described in the Japanese 

guidelines for preclinical biological evaluation of medical materials and devices), the MTT 

assay, and the XTT assay (InternationalOrganizationforStandardization, 2010). In the field of 

toxicology, scientists are mainly used to MTT, neutral red and LDH leakage assays (Fotakis 

and Timbrell, 2006; Jafari et al., 2011; Jin et al., 2010; Saquib et al., 2012; Tomankova et al., 

2011). We chose to compare these three tests plus the alamar blue assay (as recommended 

by French standard NF S11820) for the evaluation of the in vitro toxicity of different 

chemicals: surfactants (cationic, anionic and non-ionic), pH modulators (acid and base), 

alcohol solvent and lipid formulations. All of these chemicals are used in cosmetics or 

medical preparations, or both. Surfactants are widely used to reduce the surface tension of 

water. They are made up of water soluble (hydrophilic) and water insoluble (hydrophobic) 

components. Surfactants are able to suspend gas, immiscible liquid, or solid in water or 

some other liquid. They are used as foaming, emulsifying, solubilizing, or conditioning 

agents. In pharmaceutical and cosmetic industries, acids such as acetic acid or hydrochloric 

acid, and bases such as sodium hydroxide or potassium hydroxide are used for pH and 

acidity/alkalinity adjustment. Alcohol solvents are used in some cosmetics and external 

medical preparations for their capacity to dissolve organic substances present for example in 

astringents (facial toner and aftershave), antiseptics, perfumes, personal insect repellents… 

Lipid formulations are used as active principles or vehicles in medical devices (olive or maize 

oils in eye drops for example), or cosmetics (sunscreen formulations). The concentrations of 

chemicals we chose were based on their ability to induce mild to high cytotoxicity. 

We observed that cell viability results differ according to the assay. For the most 

cytotoxic chemicals concentrations, neutral red results differed from MTT and alamar blue 

results. Globally, neutral red assay appears as the less sensitive assay that we performed. 
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MTT test seems to be not adapted to the lowest acetic acid concentrations because it did 

not show any cytotoxicity at 0.1% and gave a clearly higher percentage of living cells than 

neutral red and alamar blue tests.  

LDH release assay gave aberrant results with NaOH, acetic acid and ethanol as the 

amount of released LDH was greatly less than in control cells. In case of cell death, LDH 

release increases compared to negative control but it cannot decreases, therefore LDH 

results obtained with NaOH and acetic acid may be artifact. The assay is based on the 

reduction of NAD by LDH present in cell supernatants in case of cytotoxicity. The resulting 

reduced NAD (NADH) is utilized in the stoichiometric conversion of tetrazolium dye. The 

reaction is then terminated by the addition of hydrochloric acid used as a stop solution. If 

the pH of cell supernatants is acid (after acetic acid or ethanol incubation in the present 

study), the reaction between NAD and LDH cannot occur. It appeared that basic pH (NaOH in 

the present study) may also interfere with the reaction as we observed the same kind of 

artifact. LDH release assays performed on cells incubated with SDS, Tween and lipid 

formulations yielded comparative results than cell viability tests: for Nyamplung oil at 4%, 

we observed +38% of cell death (LDH release assay) and about 59% of living cells (i.e. 41% of 

dead cells). With BAC, LDH release results were not statistically significant.  

Of the four employed assays, the most sensitive tests were MTT and the alamar blue 

assays that both showed significant decrease in cell viability in a concentration-dependent 

manner with little error bars. These results are in accordance with a recent study (Fotakis 

and Timbrell, 2006), and recently, authors developed a new criterion for eye irritation 

potential based on the MTT assay {Cho, 2012 #97}. MTT evaluates the activity of 

mitochondrial succinate dehydrogenase and alamar blue evaluates the intracellular redox 
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potential, so both tests reflect the metabolic state of cells. Assays based on cell metabolism 

seem to be more reliable than assays based on membrane integrity. 

To conclude, the chemical properties of the tested substance influence the 

penetration and/or the reactivity of the dye. Therefore, the assay to perform in order to 

evaluate the in vitro toxicity of chemicals has to be carefully selected to avoid any 

misinterpretation of the results. Table 1 gives useful keys to assess the potential risk of 

chemicals found in cosmetic and medical preparations. 
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Table 1.  Cytotoxicity assays that we recommend as a function of the chemical nature of 

the tested substance. 

 Neutral 
red  

MTT  
Alamar 

blue  
LDH 

release  

Cationic 
surfactants 

    

Anionic 
surfactants 

    

Non-ionic 
surfactants 

    

Bases     

Acids     

Alcohol solvents     

Lipid 
formulations 

    

 

 

FIGURES 

 

Figure 1. Principle of the MTT assay. Tetrazolium salt (yellow) enters living cells and is 

reduced by mitochondrial succinate dehydrogenase in formazan (purple). 
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Figure 2. Principle of the Neutral red assay. Neutral red enters living cells and is fixed in 

lysosomes where pH is acid. 

 

 

Figure 3. Principle of the LDH release assay. LDH is released from membrane-altered 

cells and is used in enzymatic reaction to reduce tetrazolium in formazan. 
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Figure 4. Principle of the Alamar blue test. Resazurine is a blue non fluorescent probe 

that enters living cells to be reduced in resorufin, which is red and fluorescent. 

 

 

Figure 5A. Cell viability evaluated using three different tests after surfactants 

incubation. BAC, SDS and Tween were incubated for 15 minutes at 37°C and induced loss of 

cell viability compared to PBS control that was arbitrary fixed at 100%. Tests were directly 

performed on living cells. ***p<0.001 compared to PBS control. 
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Figure 5B. Cell death evaluated using LDH release test after surfactants incubation. 

BAC, SDS and Tween were incubated for 15 minutes at 37°C and induced LDH release 

compared to PBS control that was arbitrary fixed at 100%. Supernatants were collected for 

LDH quantification. ***p<0.001, **p<0.005, *p<0.01 compared to PBS control. 
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Figure 6A. Cell viability evaluated using three different tests after pH modulators 

incubation. NaOH and acetic acid were incubated for 15 minutes at 37°C and induced loss of 

cell viability compared to PBS control that was arbitrary fixed at 100%. Tests were directly 

performed on living cells. ***p<0.001 compared to PBS control.  
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Figure 6B. Cell death evaluated using LDH release test after pH modulators incubation. 

NaOH and acetic acid were incubated for 15 minutes at 37°C and inhibited LDH release 

compared to PBS control that was arbitrary fixed at 100%. Supernatants were collected for 

LDH quantification. ***p<0.001 compared to PBS control. 
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Figure 7A. Cell viability evaluated using three different tests after alcohol solvent 

incubation. Ethanol was incubated for 15 minutes at 37°C and induced loss of cell viability 

compared to PBS control that was arbitrary fixed at 100%. Tests were directly performed on 

living cells. ***p<0.001 compared to PBS control. 
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Figure 7B. Cell death evaluated using LDH release test after alcohol solvent incubation. 

Ethanol was incubated for 15 minutes at 37°C and inhibited LDH release compared to PBS 

control that was arbitrary fixed at 100%. S. Supernatants were collected for LDH 

quantification. ***p<0.001, **p<0.005 compared to PBS control. 
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Figure 8A. Cell viability evaluated using three different tests after oil formulations 

incubation. Olive oil and Nyamplung oil were incubated for 15 minutes at 37°C and induced 

loss of cell viability compared to negative control that was arbitrary fixed at 100%. Tests 

were directly performed on living cells. ***p<0.001 compared to PBS control. 
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Figure 8B. Cell death evaluated using LDH release test after oil formulations 

incubation. Olive oil and Nyamplung oil were incubated for 15 minutes at 37°C and induced 

LDH release compared to negative control that was arbitrary fixed at 100%. Supernatants 

were collected for LDH quantification. ***p<0.001, **p<0.005 compared to PBS control. 
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Résumé : L’exposition prénatale à différents agents toxiques est généralement étudiée en 

considérant le placenta comme une barrière entre la mère et le fœtus ; nous le considérons en 

tant qu’organe cible des agents toxiques. Pour ce faire, nous avons sélectionné un modèle 

cellulaire de trophoblastes adapté aux études toxicologiques. En clinique, des pathologies de la 

grossesse sont associées à des modifications de la sécrétion de l’hormone placentaire lactogène 

hPL et de l’hormone gonadotrope chorionique hCG. Nos travaux in vitro ont permis de faire le 

lien entre une exposition à des micropolluants (le mono(2-ethylhexyl) phtalate, un perturbateur 

endocrinien, et le benzo(a)pyrene, un carcinogène) et ces observations cliniques. Les 

biomarqueurs de sécrétion hormonale (hPL et hCG hyperglycosylée) et de dégénérescence 

(activation du purinorécepteur P2X7) que nous avons identifiés permettent de détecter 

l’exposition et le risque suite à une exposition à des polluants. 

Discipline : Toxicologie 

Mots-clefs : placenta, in vitro, micropolluant, benzo[a]pyrène, phtalate de bis(2-ethylhexyle), 

perturbateur endocrinien, biomarqueur, hormone placentaire lactogène, hormone chorionique 

gonadotrope, récepteur P2X7, microenvironnement 

 

Summary: Prenatal exposure to pollutants is commonly evaluated using placenta as a barrier 

between mother and fetus. Here, we consider placenta as a target organ for toxic agents. To 

achieve this, we selected a trophoblastic cell model, which is adapted to toxicological studies. In 

clinical studies, pregnancy pathologies are associated to changes in human placental lactogen 

(hPL) and human chorionic gonadotropin (hCG) secretions. Our in vitro work links exposure to 

micropollutants (mono(2-ethylhexyl)phthalate, an endocrine disruptor, and benzo(a)pyrene, a 

carcinogen) and clinical observations. We identified biomarkers of hormonal secretion (hPL and 

hyperglycosylated hCG) and degeneration (P2X7 receptor activation), which enable the 

evaluation  of exposure and risk attached to exposure to pollutants. 

Keywords: placenta, in vitro, micropollutant, benzo[a]pyrene, di(2-ethylhexyl) phthalate, 

endocrine disruptor, biomarker, human placental lactogen, human chorionic gonadotropin, P2X7 

receptor, microenvironment 
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