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Liste des abréviations 

 

ADH : Alcool Déshydrogénase 

AMPA : Acide aminométhylphosphonique 

ALAT : Alanine aminotransferase 
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DSM : Manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux 

EH : Encéphalopathie Hépatique 

FA : Anisotropie Fractionnelle 

GGT : Gamma-glutamyltranspeptidase 

Iba1 : Ionized calcium-binding adapter molecule 1 

IL : Interleukine 

IRM : Imagerie par résonance magnétique 

LCS : Liquide cérébro-spinal 

LPS : Lipopolysaccharide 

MCP-1 : Protéine chimio-attractante des monocytes-1 

MIP : Protéine macrophage inflammatoire 

MRS : Spectroscopie par résonance magnétique 

NF-B : Facteur nucléaire B 

NMDA : N méthyl d aspartate 



OMS : Organisation mondiale de la santé 

PBS : Tampon phosphate salin 

PRR : Récepteur de reconnaissance de motifs moléculaires 

ROS : Radicaux libres oxygénés 

SB : Substance blanche 

SG : Substance grise 

TEP : Tomographie par émission de positions 

TLR : Recepteur de type Toll 

TNF : Facteur de croissance transformant 

TUAL : T ou le de l’usage de l’al ool 
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1 INTRODUCTION – G alit s su  l’al ool 

I. L’ALCOOL : GENERALITES  

 Historique 

1.1  Depuis la nuit des temps  

L’Ho e o so e de l’al ool depuis des ill ai es, pour des raisons hédonistes 

mais aussi pour ses propriétés mystiques. La p e i e ep se tatio  d’u  homme buvant 

une boisson alcoolisée daterait du Paléolithique avec la sculpture de la Vénus de Laussel 

et ou e su  le u  d’u e g otte. Quant à la production, elle plongerait ses racines dans le 

Néolithique : e  Eu ope, l’Ho e d ou e et e ta e la p odu tio  de vin après avoir 

o so  l’al ool issu de la fermentation des fruits de vignes sauvages. Tandis que dans le 

C oissa t Fe tile, l’esso  de l’ag i ultu e permet la production de céréales, qui sont alors 

brassées pour produire de la bière. À partir de l’A ti uit , l’al ool est associé aux cultes et à 

la religion. C’est ai si ue la Bi le att i ue à No  la p e i e plantation de vignes tandis que 

les Romains et les Grecs honorent Bacchus et Dionysos lors de cérémonies où l’al ool oule à 

flot. Alors consommé au quotidien, dans toutes les classes de la société, l’al ool t ou e aussi 

bien sa place dans les tavernes que dans les maisons mais en fonction de sa qualité et de sa 

rareté, il devient rapidement u  a ueu  d’as e sio  so iale. Des mises en garde existent 

cependant déjà contre sa consommation excessive, en particulier contre l’i esse. Ces 

invitations à la modération sont en revanche peu respectées, en particulier au Moyen-Âge où 

l’eau pota le ie t à a ue . Au XVIIe siècle, bien que la ualit  de l’eau s’a lio e, le 

développement des techniques de distillation permet d’a oît e la pla e des spi itueu  su  le 

a h  de l’al ool. Deux siècles plus tard, la révolution industrielle va permettre une 

o e ialisatio  de l’al ool a essi le à toutes les lasses de la so i t . 

1.2  Les 19e et 20e siècle, un tournant décisif  

Depuis la olutio  i dust ielle, le a h  de l’al ool est prédominant dans toutes les 

lasses so iales et la pu li it  est so  eilleu  alli . E  effet, la o so atio  d’al ool, u’elle 

soit festi e ou guli e, est pe çue diff e e t de l’i esse al ooli ue, ui elle, este al 

vue en société.  
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Au milieu du XIXe siècle, le médecin suédois Magnus Huss emploie pour la première fois 

le te e d’al oolis e pou  d i e les attei tes ph si ues et o po te e tales aus es pa  

la su o so atio  d’al ool. E  F a e, l’al ool est o so  uotidie e e t, 

notamment chez les enfants où la o so atio  de i  est pa due. L’al oolis e fait des 

ravages, particulièrement dans les classes ouvrières, entraînant le développement des 

premières ligues antialcooliques. Celles-ci se multiplient à partir de la fin du XIXe siècle. Outre-

Atlantique, la Prohibition des années 1920 au milieu des années  e t aî e l’i te di tio  

offi ielle de la e te de l’alcool. Un vaste marché noir approvisionne alors les consommateurs 

au moyen d’al ool de o t e a de, et nous en retiendrons le cél e o  d’Al Capo e ui e  

tira profit pour installer et assoir son empire.  

En France, il faudra attendre le milieu du XXe siècle pour que le gouvernement prenne 

des esu es d’action publique de grande ampleur. Les campagnes de prévention se 

ultiplie t et la gle e tatio  olue. Da s les a es , l’al ool est i te dit da s les 

cantines scolaires et les premières timides esu es o t e l’al ool au ola t appa aisse t ais 

e o e e t ue l’ tat d’i esse a ifeste. La pu li it  pou  l’al ool ’est alors pas 

règlementée et vise toute la population (Illustration 1A). À la fin du XXe siècle, la tendance 

s’a e tue : li ite d’al ool ie au ola t, essages de p ention clairs (Illustration 1B). Pour 

la première fois le gouvernement vote pour un encadrement strict de la publicité quel que soit 

le support et notamment pour protéger la jeunesse grâce à la loi Evin de 1991. Les pouvoirs 

pu li s o ti ue t e  e se s aujou d’hui : encadrement de la consommation, campagne de 

p e tio  ou e o e se si ilisatio  su  les is ues elatifs à l’al ool, u’ils soie t di e ts ou 

Figure 1 : Exemple de campagnes publicitaires A  Pu li it s pou  l’al ool de la p e i e oiti  du e 
si le. B  Ca pag e pu li itai e du Co it  F a çais d’Édu atio  pou  la Sa t  Ca u,  
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i di e ts sa t , ise e  da ge  de soi et d’aut ui, isole e t . Cepe da t, l’i flue e des 

lo ies de l’al ool da s la sph e politi ue est u  f ein majeur à ces avancées. La loi Evin a été 

modifiée à plusieurs reprises et largement assouplie en 2016, la référence aux régions de 

production, à des indications géographiques ou au patrimoine culturel associé à une boisson 

alcoolisée les dissocie de la publicité. La loi ui isait à est ei d e la pu li it  autou  de l’al ool 

a finalement été étendue à plus de moyens de communications. Encore en 2019, une 

p opositio  de loi a t  d pos e pou  ta li  la e te d’al ool da s les stades (qui avait été 

interdite dans le texte de 1991). Les messages transmis par le gouvernement ne sont pas 

toujou s e  ad uatio  a e  les e o a datio s de sa t  pu li ue. E  d ut d’a e , 

les p opos du i ist e de l’ag i ultu e M. Guillau e ui e o sid ait pas le in comme un 

alcool comme les autres ont provoqué un débat avec la ministre des Solidarités et de la Santé 

Mme. Buzyn, qui est publiquement engagée depuis des années contre les dangers de la 

consommation de vin. En effet, le vin est une boisson alcoolisée au même rang que les autres 

mais cette vision du vin comme un alcool « à part » est sans cesse relayée par des 

personnalités politique et appuyée par le Président de la République M. Macron qui refuse de 

durcir la loi Evin durant son mandat. Ceci montre la complexité de la problématique en France 

et ui este d’a tualit .  

 Chiffres actuels  

Selo  l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), chaque année plus de 3 millions de 

personnes meurent dans le monde des suites de o so atio  o i e d’al ool 

(consommation journalière de 40g pour les femmes et 60g pour les hommes ou intoxications 

récurrentes ; OMS, 2012). En France, depuis le lancement des campagnes de prévention il y a 

un demi-si le, la o so atio  d’al ool a uelle o e e a di i u  de faço  guli e 

(11,7 litres par habitant en 2017). Depuis 2013, elle reste cependant stable et 10% de la 

population consomment de l’al ool uotidie e e t Figu e  ; Andler et al., 2019). Malgré 

ette aisse de la o so atio , l’al ool este la deu i e ause de o talité évitable 

(49 000 morts par an) derrière le tabac (Rehm, 2011). Les recommandations en vigueur 

conseillent un maximum de 2 verres par jour dans la limite de 10 verres par semaine avec au 

moins un jour sans alcool (Santé publique France). Cependant, une étude récente montre que 

toute o so atio  d’al ool e t aî e des is ues pou  la sa t  ui aug e te t a e  la 
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ua tit  d’al ool consommée (Griswold et al., 2018). L’al ool i duit de o euses 

complications tant au niveau social, familial que professionnel. Il est surtout la cause directe 

de o euses pathologies d pe da e, s d o e d’al oolisatio  fœtale, i hose, a e s, 

encéphalopathies) et o t i ue au d eloppe e t et à l’appa itio  d’aut es pathologies 

(cardio- as ulai es, digesti es, pul o ai es et e à l’apparition de démence (Connor et 

al., 2016; Schwarzinger et al., 2018). 

 

 Le t ou le de l’usage de l’al ool  

3.1 Définition  

Le te e d’al oolis e est est  asso i  à u e i age gati e et sou e t empreinte de 

juge e t e e s le patie t. Ce te e est de e u l’al oolod pe da e ui ette fois-ci ajoute 

la otio  pathologi ue de la d pe da e et ’i lut plus u i ue e t le patie t. Le trouble de 

l’usage de l’al ool TUAL  est d so ais d fi i o e u e pathologie cérébrale chronique et 

récurrente caractérisée par son haut taux de rechute (Koob & Volkow, 2016). En 2013, la 

cinquième édition du Manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux (en anglais 

Figure 2 : Évolutio  des i di ateu s de o so atio  d’al ool e t e 99  et  e  F a e 
métropolitaine. D’ap s Andler et al., 2019. 
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Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders ou DSM-5 ; (American Psychiatric 

Association, 2013) a p opos  de e plus o sid e  la o so atio  e essi e d’al ool pa  

une approche catégorielle (dépendance vs abus, DSM-IV, (Rabe-Jablonska & Bienkiewicz, 

1994) ais o e u  o ti uu  de s it , alla t de l ge  à od  jus u’à s e selo  

le nombre de critères présentés (11 maximum) (Table 1). 

3.2 Les patients TUAL  

Le t ou le de l’usage de l’al ool se a a t ise pa  u e p ale e de p es ue % dans 

la population mondiale (Grant et al., 2015) et l’esp a e de ie des patie ts a e  u e 

d pe da e à l’al ool est di i u e de  a s (John et al., 2013). Le TUAL est associé à des 

alt atio s ot i es ota e t de l’ uili e et à u e a i t  de t ou les ognitifs pour 50 à 

80 % des patients (Ihara et al., 2000; Oscar-Berman et al., 2014). En plus des atteintes 

Table 1 : C it es et d fi itio s o espo da tes du t ou le de l’usage de l’al ool selo  le DSM-5.  
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cérébrales et cognitives (voir III. Atteintes cérébrales), les patients TUAL présentent plus de 

risque de développer une maladie alcoolique du foie (voir II. 3 La maladie alcoolique du foie) 

dépendamment de la durée et de la ua tit  d’al ool o so e (Addolorato et al., 2016).  

3.3 Facteur de risque et facteur aggravant 

Facteur de risque 

La o so atio  d’al ool est u  facteur de risque de développer de nombreuses 

pathologies, même de manière indirecte. Les o so ateu s d’al ool aug e te t leu  is ue 

de développer des maladies cardio-vasculaires, des accidents vasculaires cérébraux (AVC), des 

cancers, des maladies infectieuses (Rehm, 2011). Si ous p e o s l’e e ple de l’AVC, il a été 

montré que la relation entre consommatio  d’al ool et is ue d’AVC sui ait u e allu e de 

courbe en J avec un effet protecteur de faible consommation et une augmentation du risque 

avec une consommation plus importante (Sacco et al., 1999). Cependant la consommation de 

deu  e es d’al ool pa  jou  aug e te le is ue d’AVC de faço  âge dépendant plus 

i po ta te ue l’h pe te sio  et le dia te, et di i ue de  a s l’âge o e  de la su e ue 

de l’AVC Figure 3, (Kadlecová et al., 2015)). 

Figure 3 : Va iatio  de l’i flue e de dive s fa teu s de is ue d’AVC o so atio  d’al ool, h pe te sio  et 
dia te  e  fo tio  de l’âge. D’ap s (Kadlecová P, 2015). 



 
7 INTRODUCTION – G alit s su  l’al ool 

Facteur aggravant 

L’al ool est o  seule e t u  fa teu  de risque mais peut aussi être un facteur 

aggravant de certaines pathologies. Ceci a été par exemple o t  da s le as de l’AVC : chez 

les patie ts a a t o so  de l’al ool, les l sio s o s uti es à l’AVC taie t plus g a es 

(Ducroquet et al., 2013). Cette notion de facteur aggravant nous a particulièrement intéressé 

au laboratoire, et en 2015 Lemarchand et collaborateurs ont trouvé, dans un modèle animal, 

ue si  se ai es d’al oolisatio  aug e taie t le olu e de l sio  is h i ue et annulaient 

le bénéfice de la fribrinolyse, seul t aite e t pha a ologi ue e ista t pou  l’AVC 

(Lemarchand et al., 2015). Nous avons alors montré, dans une étude translationnelle que 

l’agg a atio  des l sio s ischémiques était médiée par un priming inflammatoire 

neurovasculaire a a t is  pa  l’aug e tatio  du o e de macrophages périvasculaires 

a o pag e de l’a ti atio  de la i oglie  aus  pa  u e e positio  à l’al ool (Drieu et al., 

2020) ; Voir annexe). 

 Modèles animaux (rongeurs) 

Pour comprendre la physiopathologie du TUAL et mettre au point des traitements, il est 

i dispe sa le d’utilise  des od les a i au . Il e iste uel ues od les d’e positio  

h o i ue à l’al ool pou  tudie  le TUAL, ais aussi d’aut es odes de o so atio  plus 

éloignés comme le « binge drinking ». 

4.1  Les modèles d’al oolisatio  h o i ue   

Il e iste plusieu s od les pou  tudie  l’al oolisatio  h o i ue hez le o geu , ue 

ous lasse o s i i selo  u’ils i pli ue t des odes d’ad i ist atio  olo tai e sou hes 

p f e tes  ou fo e sou hes o  p f e tes . Da s tous les as, l’e p imentateur 

esu e u e ou plusieu s fois pa  se ai e l’i gestio  d’al ool, ais e o t le pas l’i sta t 

p is où l’a i al oit da s la jou e. Da s les deu  odalit s, l’ajout d’u  gi e sp ifi ue 

peut être mis en place afin de modéliser les déficits nutritionnels pouvant être observés chez 

les patients (Vetreno et al., 2011).  
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 Souches préférentes 

Les sou hes g ti ue e t s le tio es pou  leu  p f e e à l’al ool pe ette t 

de i e  la pathologie hu ai e de pa  l’ad i ist atio  olo tai e d’al ool. Les principales 

souches utilisées sont : la cHAP (crossed high alcohol preferring) pour la souris, et les msP 

(pour Marchigian Sardinian alcohol-preferring) et les sP (pour Sardinian alcohol-preferring) 

pour les rats. Ces souches sont un bon modèle de TUAL compte tenu de leur mode de 

co so atio  olo tai e, de la ua tit  d’al ool i g e et des aspe ts o po te e tau  

(Colombo et al., 2006; Domi et al., 2019). Ainsi, lorsque celles-ci sont exposées à un biberon 

o te a t de l’al ool et u  i e o  o te a t de l’eau, elles hoisisse t à % de o so e  

le i e o  o te a t de l’al ool (Colombo et al., 2006). Nous avons utilisé les sP rats dans 

l’ tude t a slatio elle su  le le de l’i fla atio  da s les attei tes ales et 

hépatiques (article en soumission, voir étude 2). Cependant, elles semblent avoir des 

sista es au  attei tes h pati ues aus es pa  l’al ool comparées aux souches sauvages 

(Thompson et al., 2017). 

  Souches non préférentes 

Si les souches génétiquement sélectionnées font de bons modèles de TUAL, il est 

possi le, a e  des sou is sau ages, d’attei d e les es i eau  de o so atio  d’al ool 

e  alisa t u e e positio  fo e. Ce t pe d’e positio  est fo e ais o -invasive) car 

durant les a i au  ’o t a s, o e sou e de oisso , u’à u  i e o  o te a t de 

l’al ool. Ce od le pe et d’ tudie  u e al oolisatio  su  du plus ou oi s lo g te e sa s 

i te f e e a e  le fa teu  g ti ue. Nous a o s utilis  e od le da s l’ tude du 

d eloppe e t des attei tes ales et h pati ues da s l’al oolisatio  h o i ue a ti le 

en préparation, voir étude 1). 

Da s la plupa t des tudes la o e t atio  d’al ool da s le i e o  d’eau est o p ise 

entre 5 et 20% (volume pour volume ; (Alfonso-Loeches et al., 2010, 2013; Vetreno et al., 

2011; Ehrlich et al., 2012). Ces méthodes non invasives et non traumatisantes permettent des 

e positio s à l’al ool su  des p iodes pou a t a ie  de plusieu s jou s à plusieu s ois 

(Ehrlich et al., 2012; Alfonso-Loeches et al., 2012). 

Il existe aussi des od les d’e positio  h o i ue à l’al ool ia so  ad i ist atio  

intrapéritonéale ou intragastrique. Ces modèles, moins écologiques, car invasifs, présentent 

l’a a tage de pou oi  o t le  le o e t de l’i gestio  d’al ool, et de pou oi  ad i ist e  
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des fo tes doses d’al ool e  u e seule fois da s la jou e. Ces méthodes permettent aussi de 

mimer des sevrages répétés (Olsen et al., 2005) ainsi que des atteintes hépatiques en 

combinaison avec des régimes alimentaires enrichis (Thompson et al., 2017; Wang et al., 

2017). L’i je tio  i t ap ito ale a l’a a tage d’ t e apide et si ple à alise . De plus, des 

fai les doses i je t es pe ette t d’i dui e u e i to i atio  à l’al ool sa s l’effet s datif de 

celui-ci tout en mettant en évidence des atteintes comportementales (Pascual et al., 2012). 

Mais l’i je tio  per se a de nombreuses limites du fait de son caractère douloureux, de 

l’i du tio  d’u  st ess lo al pou a t s’a o pag e  d’u e attei te i fla atoi e (Seth et al., 

2010). 

4.2 Le « Binge Drinking » ou exposition intermittente 

L’OMS d fi it le « binge drinking » par la prise de 5 verres ou plus en une seule occasion 

u  e e = g d’al ool . Afi  d’ tudie  les a is es ph siopathologi ues de cette 

p ati ue de o so atio  d’al ool, plusieu s od les a i au  o t t  is e  pla e. Il est 

a e ue l’ pisode de « binge drinking » soit u i ue, ’est pou uoi la plupart des modèles ne 

miment pas un épisode unique d’i to i atio  à l’ tha ol.  

Pou  s’aff a hi  des li ites des thodes i asi es, l’e positio  pa  vapor chamber est 

aussi ou a e t utilis e da s l’ tude du « binge drinking ». Les animaux inhalent les 

apeu s d’al ool ui p t e t aussi la peau. La o e t atio  d’al ool i hal e ai si ue le 

te ps d’e positio  est odula le et pe et d’o te i  des hauts i eau  d’al ool sa gui s.  

Cependant, ette app o he e pe et pas d’ tudie  les o po te e ts asso i s à la p ati ue 

du « binge drinking » (Jeanblanc et al., 2019). 

 Il est aussi possi le d’o te i  des od les olo tai es de « binge drinking » notamment 

e  e plaça t le i e o  d’eau pa  u  i e o  o te a t de l’al ool pe da t la p iode de la 

nuit la plus active pour les rongeurs ou certaines heures dans la journée (Fritz & Boehm, 2016). 

Des modèles de « binge drinking » ont également été développés par conditionnement 

op a t da s les uels l’ad i ist atio  d’al ool se fait pa  u  le ie  a tio  pa  l’a i al. Su  

des courtes périodes, cette méthode a montré que les animaux atteignaient des hauts niveaux 

d’al ool da s le sa g (Jeanblanc et al., 2019). 
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 Pharmacocinétique de l’al ool 

5.1 Absorption 

De par ses propriétés liposolubles, hydrosolubles et son faible poids moléculaire (46 Da), 

la ol ule d’ tha ol peut passer les barrières du corps humain comme la barrière 

hématoencéphalique. Bien que plusieurs voies d’ad i ist atio  de l’al ool e iste t, la 

p i ipale est la oie o ale, lo s ue l’al ool est o so  da s u e oisso . L’al ool passe 

alors par le tractus gastrointestinal pour être distribué dans le corps humain. 

5.2 Distribution 

Après son passage dans le tractus gastroi testi al, l’al ool pa ie t da s le foie pa  la 

veine porte, puis est distribué da s le œu , les pou o s, e ie t da s le œu  et e fi  e t e 

da s la i ulatio  s st i ue. Pa  so  h d osolu ilit , l’al ool se dist i ue da s la totalit  de 

l’eau du o ps hu ai  soit e i o   à % de la asse . De fait, sa dist i utio  est do  

influe e pa  le poids, l’âge et le ge e do t la proportion en eau dépend. 

5.3 Métabolisme 

A a t d’attei d e la i ulatio  sa gui e, l’effet de premier passage de l’al ool a lieu 

da s le foie ou da s l’esto a . Cependant, le principal lieu de métabolisation de l’al ool se 

trouve dans le foie, qui produira alors de l’ e gie lo s de e p o essus. La p e i e tape de 

méta olisatio  de l’al ool se d oule da s le tosol des h pato tes où l’ tha ol est o e ti 

en acétald h de pa  l’al ool déshydrogénase. L’a étaldéhyde produit est plus toxique que 

l’ tha ol ais est ensuite dégradé dans les mitochondries en acide acétique - pa  l’aldéhyde 

déshydrogénase - et quitte le foie pour participer au cycle de Krebs. Le ta olis e de l’al ool 

entraîne un déséquilibre dans la balance NAD+/NADH ainsi que lactate/pyruvate ce qui peut 

amener à une acidose.  

Lorsque de grandes ua tit s d’al ool doi e t t e li i es, u e deu i e oie de 

métabolisation est engagée : la voie du cytochrome P450 2E1, responsable de l’o dation de 

l’al ool. Ces deux voies métaboliques, d’u e pa t pa  la p odu tio  d s uili e de NADH et 

d’aut e pa t de radicaux libres oxydants, ont des effets délétères notamment en augmentant 
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le stress oxydatif et la peroxydation lipidique, et provoquant des do ages à l’ADN. Il existe 

une de i e oie de ta olisatio  de l’al ool, o  o dati e, pa  la p odu tio  d’a ide g as 

éthyl esther et de phosphatidyl ethanol. Ces différentes voies sont résumées dans la Figure 4. 

5.4 Élimination 

L’ li i atio  o ale de l’al ool est réalisée à plus de 90% par le métabolisme oxydatif 

vu plus haut. La part restante est excrétée via les poumons (air expiré), les reins (urine), et la 

peau (sueur).  

5.5 Condition pathologique  

Si la ua tit  d’al ool i g rée est trop importante, la capacité métabolique du foie est 

d pass e et l’al ool e  e s passe alo s da s la i ulatio  sa gui e g ale. L’al ool est 

alo s dist i u  da s l’e se le de l’o ga is e do t le e eau.  

Figure 4 : S h atisatio  de la pha a o i ti ue de l’al ool ap s i gestio . EtOH : Ethanol ; ADH : 
alcool déshydrogénase ; FAEE : acides gras éthyl ester. D’ap s (Mandal C, 2018) 
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R su  
 

L’al ool est i t g  et a alis  o e u  p oduit de o so atio  ou a t 

dans nos sociétés. Pourtant, il est la cause de nombreux décès et de pathologies 

tout autour du globe. Chez l’Homme, les comorbidités associées aux 

o so atio s d’al ool e de t diffi ile l’ tude de l’al ool sa s fa teu s asso i s. 

Afi  d’  e die , des od les a i au  o t t  d elopp s pour représenter le 

la ge spe t e des o so atio s d’al ool hez l’ho e. Ceux-ci permettent non 

seule e t de s’aff a hi  des o o idit s p se tes hez l’ho e afi  d’e plo e  

les a is es ph siopathologi ues de l’ helle ol ulai e à o po te e tale 

ais aussi d’ tudie  les fa teu s de l’h t og it  de la pathologie al oolique ainsi 

que la temporalité des atteintes.  

A a t d’ t e dist i u  da s l’o ga is e, l’al ool est ta olis  da s le foie, 

ous allo s e pose  da s la pa tie sui a te les attei tes u’il peut  p o o ue .  
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II. ATTEINTES HEPATIQUES LIEES A L’ALCOOL 

 Structure hépatique  

1.1 Anatomie 

Le foie est le plus gros organe du corps, ue e soit hez l’ho e ou hez les o geu s. 

Il est o pos  de plusieu s lo es deu  hez l’ho e, i  hez les o geu s  ui so t 

structurellement divisés en lobules (Figure 5).  Chaque lobule se caractérise par sa forme 

hexagonale et est limité à ses angles par les espaces portes (branche de la veine porte et de 

l’a t e h pati ue et du canal biliaire) et en son centre par la veine centrale. L’a i us 

h pati ue est l’u it  fo tio elle, il est de fo e losa gi ue, ses li ites so t d fi ies da s 

sa longueur par les veines centrales et dans la largeur par les espaces portes (Figure 5). Le 

parenchyme hépatique est compos  d’h pato tes s pa s pa  des capillaires sinusoïdes très 

o eu . Ces si usoïdes so t o d s d’u  pith liu  fe est  et dis o ti u et sont 

Figure 5 Architecture hépatique : détails d'un lobule et de sa constitution 
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dépourvus de e a e asale, e ui fa ilite le passage des solut s da s l’espa e de Disse 

puis dans le parenchyme (Figure 6, (Zimmermann et al., 2012)). 

1.2 Cellules non parenchymateuses 

Les hépatocytes constituent 60% des cellules hépatiques, les 40% restant sont des 

cellules non parenchymateuses localisées dans les sinusoïdes. Les principaux types de cellules 

non parenchymateuses sont les cellules de Kupffer (CK), les cellules étoilées hépatiques (CEH) 

et les cellules endothéliales (Figure 4). Nous nous intéresserons ici particulièrement aux CK et 

CEH. 

 Cellules de Kupffer 

Le foie a un rôle central dans la réponse immunitaire. Il a longtemps été caractérisé par 

un système réticuloendothelial très étendu (Ishibashi et al., 2009) maintenant appelé système 

phagocytique mononucléaire (Zimmermann et al., 2012).  En effet, les macrophages résidents 

hépatiques, aussi appelés CK constituent la plus grande proportion de macrophage résidents 

de l’o ga is e et 30% de la population cellulaire hépatique. Ce sont les principales cellules 

h pati ues phago ti ues, p se tat i es d’a tig es et p odu t i es de toki es. Les CK 

sont situées dans la lumière des sinusoïdes. Elles sont les premières en contact avec les 

Figure 6 : Rep se tatio  de l’espa e de Disse h pati ue. Sinusoïde hépatique, cellules endothéliales, cellule 
étoilée hépatique quiescente, cellule de Kupffer, hépatocyte.  HSC : Cellule toil e h pati ue. D’ap s (Iredale, 
2007) 
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pathogènes provenant de la circulation sanguine et sont donc responsables de leur 

élimination (Ishibashi et al., 2009). 

 Cellules étoilées hépatiques  

Les CEH, aussi appel es ellules d’Ito, ou « fat storing cells » o t d’a o d t  d ite pou  

leur rôle de stockage de la vitamine A. Elles sont aussi responsables des mécanismes de mise 

en place de la fibrose hépatique (voir II.3 Les atteintes hépatiques chez les patients TUAL) 

(Hendricks et al., 1985). Elles so t lo alis es da s l’espa e de Disse, e t e les ellules 

endothéliales et les hépatocytes. Elles sont la principale source de production de composants 

de la matrice extracellulaire en conditions physiologiques et pathologiques. Leur activation se 

caractérise par la perte de leur contenu en vitamine A et la transition vers un phénotype de 

type myofibroblastique améboïde (Blanc et al., 1997). 

 M a is es d’atteintes cellulaires du foie par l’al ool  

Nous avons vu précédemment que le lieu de la méta olisatio  de l’al ool se fait 

principalement dans le foie et plus particulièrement dans les hépatocytes (Voir I.5. 

Pharmacocinétique de l’al ool). La production d’esp es a ti es de l’o g e (ROS pour 

Reactive Oxygen Species) provoque du stress oxydatif, du stress du réticulum endoplasmique 

et de la stéatose. Ces a tio s peu e t e e  à des ph o es d’i fla atio  et 

d’apoptose au niveau du foie (Figure 7 ; (Louvet & Mathurin, 2015)).  
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2.1 Stress oxydatif  

Co e ous l’a o s d jà o u , la p i ipale oie de ta olisatio  de l’ tha ol est 

sa transformation en acétaldéhyde via des p o essus d’o datio  ui g e t des ROS telles 

que le pe o de d’h d og e H2O2) et l’a io  supe o de O2
-) (Louvet & Mathurin, 2015). 

Ces processus ayant majoritairement lieu dans les hépatocytes, ces derniers constituent les 

p i ipales ellules affe t es di e te e t pa  la to i it  de l’al ool. Des cultures 

d’h pato tes de ats al oolis s ou o  o t o t  ue la ta olisatio  de l’al ool 

augmentait la production de ROS, générant une atteinte hépatocytaire et induit de l’apoptose. 

De plus, es attei tes taie t lo u es pa  l’ad i ist atio  d’a tio da ts (Wu & Cederbaum, 

2003). Une étude précédente su  des ultu es d’h pato tes t ait es a e  de l’al ool a ait 

aussi montré une mort cellulaire, une augmentation du stress oxydatif avec des atteintes 

Figure 7: Métabolisme de l'alcool et atteintes cellulaires associées.  

ER stress : stress du réticulum endoplasmique, ROS : esp e a tives o g es. D’ap s (Louvet A, 2015). 
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mitochondriales. Ces atteintes étaient elles aussi prévenues par des antioxydants (Wu & 

Cederbaum, 1999). De faço  h o i ue, l’e positio  à l’al ool duit le tau  de glutathio  (qui 

est le principal facteur antioxydant dans le foie) provoquant une augmentation de la 

sensibilité cellulaire au stress oxydatif (Louvet & Mathurin, 2015). Les ROS sont aussi produites 

par les CK par la NADPH oxydase dans les CK (Wheeler et al., 2001), contribuant à 

l’aug e tatio  de toki es i fla atoi es (Dixon et al., 2013). 

Dans des modèles animaux de maladie alcoolique du foie par administration 

i t agast i ue d’al ool, la s it  de l’attei te h pati ue tait asso i e à l’aug e tatio  de 

la peroxydation lipidique et à la formation de radicaux lipidiques. Singulièrement, ces 

phénomènes étaient accompagnés d’u e diminution des taux de glutathion d’a tio da ts 

(Wu & Cederbaum, 2003). Avec un modèle similaire dont le régime alimentaire a été 

supplémenté en fer, -qui promeut le stress oxydatif - la s it  de l’attei te h pati ue tait 

plus importante (Tsukamoto et al., 1985). L’e se le de es sultats in vitro et in vivo 

o t e t l’i po ta e du st ess o datif da s le d eloppe e t des attei tes h pati ues 

aus es pa  l’al ool.  

2.2 Stress du réticulum endoplasmique / Autophagie  

 Le réticulum endoplasmique permet la maturation des protéines et leur repliement. Le 

stress du réticulum endoplasmique peut être causé par différents types de stimuli induisant 

alors une maturation incomplète des protéines ou l’a u ulatio  de p ot i es d pli es (Imrie 

& Sadler, 2012). Ce stress est partiellement causé par le stress oxydatif et joue un rôle dans 

l’i fla atio  notamment pa  l’a ti atio  de la oie NF-ĸB dans les hépatocytes et les CK 

(Petrasek et al., 2013). De plus, il active les voies des caspases dans les hépatocytes causant 

leur apoptose. E fi , de pa  l’i hi itio  de l’autophagie da s les CEH, celles- i s’a ti ent en 

cellules fibrogéniques participant au développement des dommages hépatiques (Hernández-

Gea et al., 2013).  

2.3 Stéatose  

La génération de métabolites toxiques, de ROS et le stress du réticulum endoplasmique 

causés pa  la o so atio  d’alcool induisent une stéatose (accumulation de gouttelettes 

lipidiques) au niveau des hépatocytes. L’a tald h de ainsi produit entraine l’i hi itio  de 
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l’e p essio  de l’AMPK p ot i e ki ase AMP d pe da te , diminuant la oie d’o dation des 

acides gras et augmentant le stockage de vésicules lipidiques (Louvet & Mathurin, 2015). Le 

stress du réti ulu  e doplas i ue ause l’a ti atio  des oies de lipogénèse par les protéines 

se liant à l'élément de régulation des stérols (SREBP). Ces mécanismes entraînent un 

d gle e t du ta olis e lipidi ue lo s de la o so atio  h o i ue d’al ool. Da s les 

modèles animaux, l’ad i ist atio  d’al ool a aussi is e  ide e u e po se 

inflammatoire dans le tissu adipeux notamment une infiltration de macrophages ainsi que la 

production de cytokines proinflammatoires (Kang et al., 2007). Cependant, il a été montré 

récemment que dans un modèle murin de régime alimentaire très enrichi en lipides 

a o pag  d’ad i ist atio  d’al ool e  « binge drinking », l’appa itio  de la st atose 

pou ait se fai e i d pe da e t de l’i fla atio  et particulièrement sans l’i filt atio  de 

neutrophiles (Wang et al., 2017). Néanmoins, dans le cadre de la réponse inflammatoire liée 

à la o so atio  d’al ool les CK semblent avoir un rôle dans le développement de la 

stéatose (Barnes et al., 2013). 

2.4 Inflammation  

 Inflammation aigüe et chronique 

Lors de l’atteinte hépatique aigüe ou chronique e ho s o te te d’al ool , le 

o e de a ophages h pati ues aug e te ota e t pa  l’afflu  de o o tes e a t 

de la périphérie (Zimmermann et al., 2012). 

U e e positio  aigüe à l’al ool aug e te la p odu tio  de Facteur de Nécrose Tumorale 

(TNF) par les monocytes circulants, et active les récepteurs de type Toll (TLR) et 

particulièrement TLR2 et TLR4 à la surface des CK et des CEH (Oak et al., 2006). L’a tald h de 

et l’a tate p oduits pa  la ta olisatio  de l’al ool a ti e t la voie de signalisation NFĸB et 

la production de TNF par les CK (Wang et al., 2012). Les CK ainsi activées relarguent non 

seulement du TNF mais aussi des ROS, des chemokines et d’aut es cytokines 

proinflammatoires telles que, IL-1 et IL-6 (Louvet & Mathurin, 2015). La libération de ces 

toki es p o o ue l’i filt atio  de neutrophiles. Les neutrophiles ainsi infiltrés phagocytent 

les débris cellulaires provenant de la mort des hépatocytes et produisent des facteurs de 

croissance. Cependant, ces neutrophiles libèrent aussi des ROS, promouvant ainsi la réponse 

inflammatoire (Gao et al., 2019). Da s le as d’u e o so atio  d’al ool po tuelle, la 
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po se i fla atoi e pe et d’ ite  les dommages permanents hépatiques et la résolution 

de la stéatose. Cependant, si elle de ie t h o i ue, l’i fla atio  i duit la t a sfo atio  

de la stéatose en en stéatohépatite st atose s’a o pag a t d’u e i fla atio  h pati ue  

ui s’agg a e a e  le te ps d’e positio  (Gao et al., 2019). 

Les CK so t aussi apa les d’adopte  u  ph ot pe a ti-inflammatoire et de secréter 

des cytokines anti-inflammatoires (majoritairement IL-10 ; (Louvet & Mathurin, 2015)). Les 

macrophages résidents et les monocytes circulants ont donc un rôle central dans la réponse 

inflammatoire aussi bien lors de son installation et lors de sa résolution. Les CEH sont aussi 

capables de secréter des cytokines inflammatoires. 

 O igi e de l’i fla atio   

Da s la pathologie h pati ue aus e pa  l’al ool, il a t  o t  u  le i po ta t de la 

translocation bactérienne de la barrière intestinale vers la circulation sanguine. Que ce soit 

da s les od les a i au  ou hez l’ho e, l’e positio  à l’al ool aug e te les i eau  

circulants de lipopolysaccharide (LPS) (Yan et al., 2011; Leclercq et al., 2014). L’al oolisatio  

chronique entrainerait une perméabilisation de la barrière intestinale ayant donc pour 

conséquence la translocation du LPS dans la circulation sanguine (Leclercq et al., 2014). Ces 

niveaux circulants de LPS sont de plus o l s a e  la s it  de l’attei te h pati ue 

(Mathurin et al., 2000). Le LPS peut en effet interagir au niveau du foie avec les récepteurs de 

reconnaissance de motifs moléculaires (PRR) des CK, induisant une réponse inflammatoire. 

Des débris de membranes bactériennes se retrouvent aussi dans la circulation sanguine et 

o t se lie  au  TLR  da s le foie suite à l’e positio  à l’al ool (Wang et al., 2012). 

L’i fla atio  h pati ue peut do  p o e i  o  seule e t de l’effet di e t de l’al ool su  

les cellules hépatiques mais aussi via l’atteinte de l’i t g it  de la a i e h ato-intestinale 

(Figure 8). 
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 Les atteintes hépatiques chez les patients TUAL 

3.1 La maladie alcoolique du foie 

La complication du TUAL la plus fréquente est maladie alcoolique du foie (ALD pour 

alcoholic liver disease ; (Addolorato et al., 2016). La maladie alcoolique du foie est complexe 

et comprend u  la ge spe t e d’attei tes h pati ues alla t de la st atose et pou a t olue  

jus u’à la i hose et au a i o e h pato ellulai e (Figure 9). Les facteurs que nous avons 

cités précédemment (atteintes cellulaires, stress oxydatif, inflammation, translocation 

a t ie e  so t d te i a ts da s l’ olutio  de la aladie e s u e i hose i e si le. 

Su  l’e se le des patie ts souff a t d’h patite alcoolique (l’u e des formes les plus sévères 

de la maladie), 70% vont en plus développer une cirrhose. Il est donc très important de 

p e d e e  o pte es fa teu s da s l’ tude des attei tes h pati ues aus es pa  l’al ool 

(Louvet & Mathurin, 2015).  

Figure 8 : I te a tio s e t e le foie et les i testi s da s le as d’u e pe a ilisatio  de la a i e 
intestinale. D’ap s (Kirpich IA, 2015). 
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3.2 Stéatose et fibrose hépatique  

Le p e ie  stade de l’ALD est la st atose, ui est e si le a e  l’a t des 

o so atio s d’al ool. Celle- i est o se e hez la plupa t des o so ateu s d’al ool et 

’e t aî e pas de odifi atio s ajeures du fonctionnement hépatique. La fibrose hépatique 

est la de i e tape a a t la i hose. M e si elle ’est pas e si le, l’a t des 

consommations permet de stopper la progression de la maladie. Il est donc important de 

pouvoir diagnostiquer ces stades de l’ALD hez les patie ts TUAL.  

 

3.3 Biomarqueurs hépatiques 

Le dosage des e z es h pati ues lo s d’u e p ise de sa g peut o ie te  le diag osti  

vers un problème hépatique, visible notamment par les GGT (Gamma glutamyltransferase), 

les transaminases, la ili u i e, l’al u i e, la p oth o i e et l’alpha-2-macroglobuline 

(Calès et al., 2008). Cepe da t, es a ia les seules ’i diquent pas le stade de dommage 

hépatique.  

Si l’e a e  histologi ue d’u  ha tillo  de foie o te u pa  iopsie este u e thode 

de f e e, l’ e ge e de ou elles te h i ues de diag osti  o  i asi es so t 

Figure 9 : P og essio  de la aladie al ooli ue du foie, de la st atose, à la fi ose, à la i hose jus u’au 
carcinome hépatocellulaire. D’ap s (Oh-Hashi K, 2018). 
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maintenant utilisées en clinique. Pour évaluer le stade de la fibrose hépatique, deux outils 

sont mis en place en clinique : la esu e de l’ lasti it  du foie pa  hog aphie Fi os a , et 

un test sanguin combinant plusieurs variables (alpha-2-macroglobuline, acide hyaluronique, 

taux de plaquette et prothrombine) qui peut être effectué en laboratoire de ville (Fibromètre). 

 L’attei te h pati ue da s les od les de o geu s 

Da s les odalit s d’e positio  à l’al ool p demment abordées (voir I.4. Les modèles 

animaux), les attei tes h pati ues este t dis tes. Afi  d’ tudie  la aladie al ooli ue du 

foie, il faut utiliser des od les sp ifi ues d’ad i ist atio  d’al ool afi  de su passe  la 

capacité métabolique du foie des rongeurs (Vogle et al., 2020). Ces modèles associent un 

régime alime tai e pa ti ulie  e i hi e  lipides à u e ad i ist atio  d’al ool i t agast i ue 

quelques jours par semaines en répétant ce processus. Bien que ces modèles ne soient pas 

ologi ues et e efl te t pas l’e a te pathologie hu ai e, ils ussisse t à i er certaines 

des atteintes hépatiques spécifiques (Vogle et al., 2020). Ainsi, l’e positio  h o i ue à l’al ool 

chez le rat a entrainé une augmentation du nombre de CK comparé à des rats contrôles, 

parallèlement à une augmentation de la sécrétion de cytokines proinflammatoires par les CK 

et à l’i filt atio  de ellules i u itai es (Zeng et al., 2016). 

Ces modèles restent donc indispensables pour comprendre la physiopathologie des 

diff e tes attei tes h pati ues aus es pa  l’al ool. 
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R su   
 

La o so atio  d’al ool a de o euses o s ue es au i eau 

hépatique : stress oxydatif, stress du réticulum endoplasmique, cytotoxicité des 

produits de sa métabolisation et inflammation. Ces processus entraînent un 

d gle e t du ta olis e lipidi ue i duisa t u e st atose. Da s le as d’u e 

consommation chronique, cette stéatose peut évoluer en fibrose et en hépatite 

alcoolique caractérisée par une infiltration importante de neutrophiles. 

L’h poth se d’u  lie  e t e ette i fla atio  et la pe a ilisatio  de la a i e 

intestinale est également avancée.  

La aladie al ooli ue du foie est l’u e des p i ipales o s ue es de 

l’al oolisatio  h o i ue hez l’ho e, et peut e t aî e  de g a es attei tes 

h pati ues. Bie  u’elle soit o ple e, les od les a i au  peu e t i e  

certains aspects de la pathologie afi  de l’ tudie .  

A a t l’a i e des attei tes i e si les o e la i hose et le a i o e 

h pato ellulai e, il est ai te a t possi le d’ alue  de faço  o  i asi e les 

atteintes hépatiques et notamment la stéatose et la fibrose.  
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III. ATTEINTES CEREBRALES LIEES A L’ALCOOL 

L’al ool a les p op i t s essai es pou  passe  la barrière hémato-encéphalique (BHE) 

et peut donc diffuser librement dans le cerveau. Nous allons décrire dans ce chapitre les 

conséquences aux niveaux cellulaire, structural et og itif lo s d’u e o so atio  

chronique. 

  Atteintes cellulaires 

1.1 Atteinte neuronale et synaptiques 

Pa  les es a is es u’au i eau h pati ue, la ta olisatio  de l’al ool au 

niveau cérébral engendre du stress oxydatif, dont le lien avec la neurodégénérescence a été 

largement mis en évidence (Andersen, 2004). Il a été montré dans un modèle murin de « binge 

drinking » répété 4 jours une neurodégénérescence au niveau hippocampique (Figure 10, 

(Crews & Nixon, 2009)) qui pourrait être due à l’i hi itio  de l’autophagie (Pla et al., 2016), à 

la uelle s’ajoute l’i hi itio  de la eu og se (Crews & Nixon, 2009). Cependant, cette 

neurodégénérescence ’a pas été retrouvée après quatre semai es d’e positio  à l’al ool 

(Das et al., 2007). Il existerait donc des mécanismes de neuroadaptation suite à l’e positio  

h o i ue à l’al ool.  

L’al ool a u e a tio  di e te su  les eu ot a s issio s gluta ate gi ues et 

GABAergiques (Abrahao et al., 2017). L’e positio  aigüe a u e a tio  inhibitrice sur les 

récepteurs au glutamate (NMDA et AMPA) principalement dans des régions sous-corticales. 

L’i hi itio  de ces récepteurs ne permet plus le passage du glutamate dans le neurone 

postsynaptique provoquant son accumulation dans le milieu extracellulaire. Cette 

hyperglutamatergie est excitotoxique (Bell et al., 2016). Da s l’e positio  h o i ue à l’al ool, 

une neuroadaptation se met en place afin de réduire cette hyperglutamatergie, par exemple 

en augmentant le nombre de récepteurs NMDA et/ou leur taux de passage de molécules 

(Clapp et al., 2008). 
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L’al ool aug e te l’a ti ité des récepteurs GABA (acide ɣ amino-butyrique). L’a ti atio  

de ces récepteurs a une action inhibitrice sur le système nerveux via l’i flu  d’io  hlo e dans 

le neurone postsynaptique (Clapp et al., 2008). Da s l’al oolisatio  h o i ue, les a is es 

d’adaptatio  fo t di i ue  ette i hi itio , pa  u e aisse de l’effi a it  des epteu s au 

GABA.  

Si de o euses oies o pe satoi es s’i stalle t lo s de l’e positio  h o i ue à 

l’al ool, l’a t utal de l’al ool d gle l’ uili e ho ostati ue et p o o ue un état 

d’h pe e ita ilit , sensibilisant à nouveau les neurones à une excitotoxicité (Rubio et al., 

2011). 

Figure 10 : Mo t eu o ale et i hi itio  de la eu og se i duite pa  l’al ool. (A) Deux marquages différents 
pou  o t e  la o t eu o ale p ove a t de ats o t ôles gau he  et de ats e pos s à l’al ool pe da t  jou s 
par un modèle de « binge drinking » (BIBD, droite). Les neurones en dégénération sont marqués en noir (première 
ligne) ou en vert (deu i e lig e . B  I hi itio  de la eu og se pa  l’al oolisatio  aigüe  g/kg , les ellules 

eu ales sou hes ui se diff e ie t e  eu o es so t a u es e  oi .  D’ap s (Crews FT, 2009). 
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1.2 Neuroinflammation et microglie 

Le cerveau est un organe immunoprivilégié grâce à ses différentes barrières : hémato-

encéphalique, sang-LCS, et qui modulent le passage dans le parenchyme cérébral des 

molécules présentes dans le sang. La réponse immunitaire est assurée par ses macrophages 

sida ts, les ellules i ogliales, et l’i filt atio  des ellules p iph i ues e su ie t ue 

da s le as d’u e attei te ale suffisa e t s e AVC, i fe tio  a t ie e, aladie 

autoimmune, etc.).  

Les cellules microgliales composent environ 20% de la population cellulaire cérébrale 

totale. Elles peu e t p olif e  et s te  des toki es lo s u’elles so t a ti es (Figure 11). 

L’ tat d’a ti atio  i ogliale peut se a a t ise  o phologiquement : dans leur état 

quiescent elles possèdent de nombreuses ramifications qui leur permettent de surveiller leur 

e i o e e t. E  as d’a ti atio , ce phénotype se transforme rapidement : leurs 

prolongements sont rétractés et les cellules deviennent améboïdes. Cette dernière étape 

d’a ti atio  do e à la i oglie u  a a t e otile, ig atoi e et phago ti ue ai si ue la 

Figure 11 : Activation in vitro des cellules microgliales ap s e positio  à l’al ool (A) : Cellules 
microgliales in vitro t ait es ou o  à l’ tha ol pe da t h ou h : les flèches désignent les cellules améboïdes 

a e d’ helle µ . B  : Cellules i ogliales t ait es ou o  à l’ tha ol pe da t h et h, e pos es à des 
illes de late  a u es à la fluo es ei e  i utes, e  ouge . Ba e d’ helle µ . D’ap s (Fernandez-

Lizarbe S, 2009).  
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apa it  d’e p i e  des facteurs inflammatoires comme les cytokines, les ROS et le glutamate 

(Henriques et al., 2018). 

Cette activation microgliale et la cytokine proinflammatoire MCP-1 (monocyte 

chemoattractant protein 1) ui gule la ig atio  et l’infiltration des 

monocytes/macrophages (Deshmane et al., 2009) ont notamment été retrouvées dans de 

nombreuses régions du cerveau post mortem de patients TUAL (Crews, 2008). L’a ti atio  et 

la prolifération microgliale semblent être dépendantes de la durée de la consommation 

d’al ool. Chez la sou is, le pou e tage de microglie activée (capable de secréter des 

cytokines) était supérieur au  sou is o t les seule e t ap s  ois d’e positio  (Pradier 

et al., 2018).  Dans une autre étude, utilisant des souris femelles uniquement, l’aug e tatio  

du o e de ellules i ogliales tait sig ifi ati e d s  ois d’e positio  à l’al ool, 

sugg a t u  effet du se e ou de la dose les fe elles o so a t plus d’al ool da s ette 

souche ; Alfonso-Loeches et al., 2016). Certains auteurs ont montré une activation partielle de 

la microglie caractérisée par une augmentation de leur nombre et leur changement de 

phénotype mais non accompagnée de sécrétion des toki es p oi fla atoi es d’u e 

activation complète (Marshall et al., 2013; Cruz et al., 2017). Nous avons récemment mis en 

évidence un priming inflammatoire microglial causée par la consommation chronique d’al ool 

(1,5 mois) qui se caractérise, entre autres, pa  l’aug e tatio  de la apa it  phago ti ue 

microgliale sans changement significatif de leur nombre ni de leur morphologie (Figure 12 ; 

Drieu et al., 2020). Avec l’a sti e e, les toki es et la po se i ogliale di i ue t ai si 

que les dommages neuronaux (Zhao et al., 2013). 

 M e s’il ’  a pas de o se sus ua t à l’i itiatio  ou l’a plifi atio  de la po se 

i fla atoi e pa  l’a ti atio  i ogliale, elle-ci y joue un rôle central.  

Figure 12 : Augmentation de la capacité phagocytique de la microglie activée après 1,5 mois 

d'exposition à l'alcool chez la souris. En jaune : Iba1 marqueur microglial, en gris : les billes phagocytées ou non, 
et en rose CD68 : a ueu  l soso al, i di ua t l’a tivit  phago ti ue. A d oite ua tifi atio  du pourcentage 
de ellules i ogliales a a t phago t  les illes. D’ap s (Drieu A, 2020). 
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Tout o e da s le foie et les ellules de Kupffe , l’al ool a a ti e  les ellules 

microgliales par la voie NF-ĸB. Une fois activées elles vont déclencher la réaction 

i fla atoi e pa  la p odu tio  de toki es et l’a ti atio  des epteu s TLR (Alfonso-

Loeches et al., 2010 ; Lippai et al., 2013). Ap s u e e positio  h o i ue à l’al ool  ois, 

10% (v/v)), les récepteurs TLR4 et la voie NF-ĸB so t a ti s, p o o ua t l’e p essio  de 

toki es et l’e p essio  de g es diateu s de l’i fla atio  iNOS et COX2 ; Alfonso-

Loeches et al., 2010). Cette activation des récepteurs TLR a été retrouvée dans des expositions 

à l’al ool aigüe, h o i ue o ti ues ou intermittentes) et pendant le sevrage, montrant 

l’i po ta e de leu  le da s la po se i fla atoi e à l’al ool (Toledo Nunes et al., 2019).  

 

La i o li e est u e ol ule i hi it i e de l’a ti atio  i ogliale ai si ue la 

libération de cytokines et de chemokines (Dean et al., 2012). Quelques études cliniques et 

précliniques se sont intéressées aux effets de la minocycline lors de la consommation 

h o i ue d’al ool. Da s des od les u i s d’e positio  à l’al ool, la i o li e duisait 

la p ise uotidie e d’al ool (Agrawal et al., 2011). Avec un traitement aigu (une seule prise) 

ap s  jou s d’al oolisatio , la i o li e duisait sig ifi ati e e t l’a ti atio  

microgliale (Qin & Crews, 2012). Cepe da t hez l’ho e, sa p ise e di i uait pas les 

cytokines après une exposition chronique à l’al ool, possi le e t à ause d’u  t aite e t 

trop court (10 jours ; Petrakis et al., 2019). 

Des souches de souris déficientes en TLR2 ou TLR4 présente t oi s d’effets délétères 

de l’a ti atio  i ogliale et u e p ote tio  eu o ale o pa es au  sou is sau ages 

(Fernandez-Lizarbe et al., 2013). 

1.1 Les astrocytes 

Support structurel et fonctionnel des neurones, les astrocytes participent activement au 

maintien de la condition physiologique cérébrale : régulateur du milieu extracellulaire et 

ga a t de l’i t g it  de la BHE. 

Le t aite e t à l’ tha ol d’ast o tes e  ultu e i duit u  ha ge e t d’e p essio  

génique similaire à celui d’u e réponse à un choc thermique, produisant ainsi des ROS et du 

stress oxydatif (Miguel-Hidalgo, 2018). Da s e tai es gio s ales, l’e positio  à 

l’al ool duit l’agglo atio  et le o e d’ast o tes (Javier Miguel-Hidalgo, 2006).  
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L’ tha ol a ti e aussi les ast o tes pa  so  a tio  su  les récepteurs TLR4. Une fois 

activés, ils libèrent alo s des si ules e t a ellulai es p o ou a t l’i fla atio  (Ibáñez et 

al., 2019). De plus, une étude a récemment montré, par RNAseq, ue l’e positio  h o i ue 

à l’al ool odifiait spécifiquement le transcriptome de la microglie et des astrocytes (Erickson 

et al., 2019). 

 Atteintes structurales  

2.1 Travaux en neuroimagerie chez les patients TUAL 

Le développement des techniques d’i age ie et pa ti uli e e t de l’i age ie pa  

résonance magnétique (IRM) a permis d’o te i  u  outil o  i asif pe etta t d’o se e  

les changements structuraux, métaboliques et hémodynamiques du cerveau. L’IRM 

structurale met en évidence les atteintes macrostructurales et notamment les altérations des 

volumes de substance grise et de substance blanche. L’i age ie pa  te seu  de diffusio  DTI  

permet la reconstruction des tractus de fibres de substance blanche et la spectroscopie par 

résonance magnétique (SRM) mesure les concentrations des métabolites.  

 Substance grise 

Des changements du volume de différentes structures cérébrales ont été décrites par 

des études histologiques sur des cerveaux post-mortem ou par des techniques d’i age ie. 

Ai si, hez les patie ts TUAL e e t a sti e ts, la o so atio  h o i ue d’al ool est 

associée à une diminution du volume de substance grise (SG) et un élargissement 

ventriculaire, visible sur des cerveaux en post mortem et par IRM (Pfefferbaum et al., 1993; 

Kril & Harper, 2012). 

Ce tai es gio s ales so t plus ul a les ue d’aut es au  attei tes causées 

pa  l’al oolisatio  h o i ue do t le o te  f o tal (Mackey et al., 2019) et plus 

spécifiquement le cortex dorso-latéral, ventro-latéral, orbito-frontal et médian (Chanraud et 

al., 2007; Le Berre et al., 2014; Mackey et al., 2019).  

Bie  ue le o te  f o tal soit pa ti uli e e t se si le au  effets de l’al ool, le o te  

temporal, pariéto-occipital, insulaire (Mackey et al., 2019) ainsi que le cervelet et les régions 

limbiques peuvent aussi être affectés.  
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L’hippo a pe (Wilson et al., 2017), les corps mamillaires, le gyrus cingulaire ainsi que 

les thalami sont aussi atrophiés (Figure 13, (Pitel et al., 2012; Segobin et al., 2019)). 

Cepe da t, lo s de l’a t de l’al ool pe da t plusieu s se ai es il est observé une 

récupération du volume cérébral (Segobin et al., 2014; Durazzo & Meyerhoff, 2019). Il a été 

proposé que cette récupération pourrait être liée à la diminution de la neuroinflammation lors 

de l’abstinence de façon âge dépendante (Zhao et al., 2013).  

 Substance blanche  

Volumétrie 

Comme pour la substance grise, chez les patients TUAL le volume de substance blanche 

SB  est di i u  da s l’e se le du e eau (Pfefferbaum et al., 2001). Pour la SB aussi, 

e tai es gio s so t plus ul a les à l’al ool : le pont (Mechtcheriakov et al., 2007), le 

cervelet, le corps calleux surtout dans sa partie antérieure (Pitel et al., 2012) et la SB du gyrus 

para-hippocampique (Jang & Harris, 2007) (Figure 14).  

Figure 13 : P ofil d’at ophie du volu e de su sta e g ise chez les patients TUAL comparé aux sujets 

contrôles.  Ensemble des régions corticales, à gauche seuil non corrigé p<0.001, à droite seuil corrigé family wise 
error p<0.05. Adapté de (Pitel AL C. G., 2012). 

 

Figure 14 : P ofil d’at ophie de su sta e la he  hez les patie ts TUAL o pa  au  sujets o t ôles, 
à gauche seuil non corrigé p<0.001, à droite seuil corrigé family wise error p<0.05. Adapté de (Pitel AL C. G., 2012). 
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Microstructure 

La DTI pe et d’ alue  l’i t g it  des fais eau  de SB et do  possi le e t de d te te  

des changements très fins apparaissant avant les atteintes macrostructurales (Pfefferbaum et 

al., 2006).  La esu e la plus utilis e est l’a isot opie f a tio elle FA  ui efl te l’orientation 

des fibres dans une direction principale (Figure 15 . Cette aleu  pou ait efl te  l’i t g it  

axonale et de la gaine de myéline (Pfefferbaum et al., 2006). Bie  u’elle soit t s se si le 

pour différencier des sujets contrôle de sujets pathologiques, elle manque de spécificité et 

d pe d ota e t de l’e i o e e t des fi es et de leu  o e (De Santis et al., 2014).  

Chez les patients TUAL, des alt atio s de l’i t g it  des fi es de SB ont été décrites 

dans le corps calleux (Sullivan & Pfefferbaum, 2005), la capsule interne et externe, le fornix, 

le cingulum, le forceps frontal (Harris et al., 2008), la corona radiata, le faisceau longitudinal 

et le cervelet (Segobin et al., 2015; De Santis et al., 2019). Ces dégradations dans les faisceaux 

de SB altèrent la connectivité structurale entre le diencéphale et le pont (Chanraud et al., 

2009) ainsi que dans les réseaux fronto-limbiques (Yeh et al., 2009).  

Comme pour la substance grise, une récupération des atteintes de la microstructure dès 

la p e i e a e d’a stinence a été décrite (De Santis et al., 2019). 

Figure 15: Représentation de l'orientation des fibres et la valeur de FA correspondante. Plus les fibres 
sont alignées dans la même direction, plus la valeur de FA se rapproche de 1 (A). La FA est dépendante de la 
diffusio  de l’eau et do  de la taille des fi es, de leu  fo e ou de leu  o ie tatio  pou  u e e di e tio  
globale (B à E). D’ap s (Henriques RN, 2019). 
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 Spectroscopie par résonance magnétique 

Les changements biochimiques par IRM in vivo peu e t s’o se e  e  esu a t le tau  

des ta olites. L’u  des ta olites les plus p se ts au i eau al est le N-acétyl-

aspa tate, ui est o sid  o e u  a ueu  de l’i t g it , de ia ilit  et de fo tio  

neuronale (Moffett et al., 2007). Des réductions de ce métabolite sont retrouvées chez les 

patients TUAL dans les lobes frontaux, temporaux, le thalamus et le cervelet (Fritz et al., 2019). 

La choline est aussi fréquemment mesurée, cependant son interprétation est moins claire, et 

serait liée à des pathologies au stade préclinique comme la cirrhose hépatique (Zahr et al., 

2010). Les niveaux de choline sont diminués chez les patientes TUAL (Fritz et al., 2019) puis se 

normalisent pe da t l’a sti e e (Zahr et al., 2016). Ils semblent être dépendants de la dose 

et de la du e d’e positio  à l’al ool (Bartsch et al., 2007; Zahr et al., 2009).  

 Le circuit fronto-cérébelleux et le circuit de Papez 

Ces deux circuits fonctionnels sont les plus fréquemment atteints chez les patients TUAL, 

avec des conséquences au niveau cognitif.  

Le circuit fronto-cérébelleux 

Le circuit fronto-cérébelleux (CFC) (Figure 16A) est composé du cortex frontal, du 

thalamus, du cervelet et du pont (Kelly & Strick, 2003). On peut le diviser en deux boucles 

parallèles et indépendantes : une boucle motrice incluant le cervelet antérieur (vermis IV, V 

et VI) et les régions frontales motrices (Biswal et al., 1995), et une boucle exécutive incluant 

le cervelet postérieur (lobules VII, VIII, Crus I et II) et le cortex préfrontal (aires de Brodmann 

9 et 46). Dans ces deux boucles le pont et le thalamus servent de relais.  

La ou le ot i e au ait u  le da s le o t le de la a he et de l’ uili e (Sullivan 

et al., 2010), tandis que la boucle exécutive serait impliquée dans le fonctionnement exécutif 

et de la mémoire de travail (Pfefferbaum et al., 2001). De fait, des atteintes de ce circuit 

pou aie t p di e l’attei te e uti e des patie ts TUAL (Chanraud et al., 2007). 

Le circuit de Papez 

Le circuit de Papez (Figure 16B), est o pos  de l’hippo a pe, du thala us, des o ps 

mamillaires et du gyrus cingulaire. Le faisceau mamillo-thalamique relie les corps mamillaires 

à la partie antérieure du thalamus. La capsule interne sert de liaison entre le thalamus et le 



 
33 INTRODUCTION – Atteintes cérébrales liées à l’al ool 

gyrus cingulaire, puis le cingulum connecte le gyrus cingulaire au cortex entorhinal et à 

l’hippo a pe. E fi  les i fo atio s e ie e t au  o ps a illai es via le fornix. Ce circuit 

est principalement impliqué dans la mémoire, particulièrement la mémoire épisodique 

(Aggleton et al., 2016). 

Les atteintes de ce circuit ont donc des conséquences sur la mémoire épisodique 

(Chanraud et al., 2009), ota e t pa  l’alt atio  de l’i t grité du cingulum et du fornix 

(Pfefferbaum et al., 2009; Segobin et al., 2015). 

2.2 Travaux en neuroimagerie dans les modèles animaux 

 Volumétrie 

L’u e des attei tes les plus fréquemment t ou es da s les tudes d’i age ie 

translationnelles est l’ la gisse e t e t i ulai e ap s l’e positio  à l’al ool. Cet 

élargissement est dépendant de la durée et de la dose d’al ool, avec des élargissements plus 

importants retrouvées lors de protocole de gavage (Zahr et al., 2009, 2010, 2016) que lors 

Figure 16: Illustration des régions et des fibres participant à l'organisation du circuit fronto-cérébelleux (A) 

et du circuit de Papez (B). Adaptée de (Pitel AL S. S., 2015). 
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d’e positio  h o i ue (Pfefferbaum et al., 2008). Cet effet sur la taille des ventricules a aussi 

été retrouvé dans les modèles de binge drinking avec un retour à la normale après une 

se ai e d’a sti e e (Zahr et al., 2014). Il a également été retrouvé une diminution du 

olu e de l’hippo a pe a t ro-dorsal chez des rats exposés pendant quatre semaines à 

l’al ool o pa s à des ats o t les (Frischknecht et al., 2017). Dans leur étude, Pfefferbaum 

et collaborateurs ont retrouvé une atteinte du corps alleu  ap s  ois d’e positio  à 

l’al ool pa  vapor chambers ui ’ tait pas isi le ap s  ois d’e positio  (Pfefferbaum et 

al., 2008). Da s u e tude p de te utilisa t des ats a a t u e p f e e à l’al ool, u e 

interaction e t e la dose d’alcool et le volume du corps calleux avait été retrouvée au bout 

d’u  a  d’e positio  à l’al ool (Pfefferbaum et al., 2006). De plus da s l’e se le des tudes 

les atteintes céréb ales d pe daie t de la du e de l’e positio  à l’al ool. 

 DTI 

Les études en DTI ont montré des altérations transitoires de la FA dans le lobe frontal 

aussi ie  su  des od les d’i to i atio  aigüe (Chen et al., 2017) que chez des patients TUAL 

(Kong et al., 2012). Après u e e positio  h o i ue à l’al ool des atteintes de la 

microstructure ont aussi été retrouvées dans le corps calleux et le fornix (Pfefferbaum et al., 

2015; De Santis et al., 2019), l’hippo a pe, le cortex et le cervelet (Vetreno et al., 2016) et le 

pont (Luo et al., 2017). Une étude a récemment montré, pour la première fois en utilisant le 

DTI, que les changements de la microstructure de la substance blanche après une alcoolisation 

chronique chez des ats a e  u e p f e e pou  l’al ool reflétaient celles observées chez 

des patients TUAL (Figure 17 ; De Santis et al., 2019).  Cette étude souligne la validité des 

modèles et est en faveur des études translationnelles dans le TUAL. 
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 Spectroscopie par résonance magnétique  

Si les atteintes structurales sont difficiles à mettre en évidence, les changements dans 

les ta olites au  o t t  la ge e t o t s hez l’ho e et hez l’a i al. Da s es 

tudes, u e di i utio  de l’a ide N-acétylaspartique (NAA) et une augmentation de la choline 

ont été observées ap s des e positio s aigües ou h o i ues à l’al ool (Zahr et al., 2009, 

2010, 2014). Cette diminution du NAA se normalise après une période de 12 heures 

d’a sti e e (Frischknecht et al., 2017). 

 Atteintes cognitives 

3.1 Études neuropsychologiques chez les patients TUAL 

Afi  de s’aff a hi  des effets de l’al oolisatio  aigüe et du se age, les attei tes 

cognitives décrites ici sont celles observées après le sevrage alcoolique. Cinquante à 80% des 

patients TUAL présentent des troubles cognitifs légers à modérés (Oscar-Berman & 

Ma i ko ić, . Ces troubles cognitifs concernent les fonctions attentionnelles, exécutives, 

Figure 17: Analyse statistique par TBSS (Tract Bases Spatial Statistics) de la fraction 

d'a isot opie de la su sta e la he ap s e positio  h o i ue à l’al ool. Adapté de (De Santis et 
al., 2019). 
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mnésiques et les capacités de cognition sociale. Comme pour les altérations cérébrales, il 

existe une hétérogénéité importante entre les patients TUAL dans la nature et la sévérité des 

troubles.  

 Fonctions attentionnelles  

Les atteintes des fonctions attentionnelles chez les patients TUAL ne font pas consensus. 

Certaines études démontrent u e alt atio  de la itesse de t aite e t et d’aut es u e 

préservation de celle-ci (Noël et al., 2001; Nowakowska-Do agała et al., 2017). De même, les 

études ne rapportent pas toutes des déficits attentionnels, ce qui peut être expliqué par la 

présence ou non de troubles exécutifs chez les patients (Maurage et al., 2014). 

 Fonctions exécutives  

Les fonctions exécutives sont des fonctions cognitives de haut niveau qui permettent 

entre autres de s’adapte  à des situatio s ou elles (Godefroy, 2003). C’est aussi les fonctions 

les plus fréquemment atteintes chez les patients TUAL (Ihara et al., 2000). 

L’alt atio  des fonctions exécutives comprend des atteintes de la flexibilité mentale 

(Oscar-Be a  & Ma i ko ić, , des capacités d’i hi itio  e ale et isuelle (Pitel et al., 

2007; Noel & Thomson, 2012), des apa it s d’a ti ipatio  et de pla ifi atio  (Noël et al., 

2001), et de prise de décision face à un comportement à risque (Le Berre et al., 2014). 

Les fonctions exécutives sont également impliquées dans la mémoire de travail qui 

permet le stockage temporaire et la manipulation d’i fo atio  (Baddeley & Hitch, 1974). A 

l’a t des o so atio s d’al ool, il  au ait u e up atio  au oi s pa tielle des 

fonctions exécutives et de la mémoire de travail (Stavro et al., 2013; Petit et al., 2017). 

 Mémoire épisodique 

La oi e pisodi ue pe et l’e odage, le sto kage et la up atio  d’ e e ts 

personnellement vécus, associés à un contexte spatiotemporel précis (Tulving, 2001). Chez un 

tiers des patients TUAL, il existe une atteinte de la mémoire épisodique concomitante à une 

atteinte exécutive (Ihara et al., 2000). Ces atteintes concernent les capacités d’e odage et 

de récupération (Pitel et al., 2007, 2009; Noel & Thomson, 2012), ainsi que le rappel du 

o te te d’a uisitio  des sou e i s et du niveau de conscience associé au souvenir (Pitel et 

al., 2007). L’alt atio  de la oi e pisodi ue e se ait pas u i ue e t le eflet des 

atteintes exécutives mais existerait en tant que telle (Pitel et al., 2007). 
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3.2 Travaux comportementaux dans les modèles animaux  

Les od les a i au  d’e positio  h o i ue à l’al ool o t is e  ide e des attei tes 

de la mémoire spatiale, de travail et de référence qui sont dépendantes de l’hippo a pe 

(Madeira & Paula-Barbosa, 1999; Lukoyanov et al., 2003; Santucci et al., 2004; Abadi et al., 

2013; Vedder et al., 2015; Wang et al., 2018). Chez la souris l’attei te de la oi e spatiale 

’a t  d ite u’à partir de 6 mois d’e positio  à l’al ool et semble être dépendante de la 

du e d’e positio  à l’al ool (Wang et al., 2018). Les es du es d’e positio s o t t  

nécessaires pour observer une atteinte de la mémoire de travail (Vedder, 2005). 

L’e positio  à l’al ool da s les od les a i au  p ovoque aussi une altération de la 

dis i i atio  o  spatiale et de la apa it  à s’adapte  à u  ou el e i o e e t ap s  à 

 ois d’e positio  (Fernández et al., 2016). Da s des tudes su  l’atte tio , après un temps 

ide ti ue d’e positio  à l’al ool, les ats ettaie t plus de te ps à ussi  la tâ he 

attentionnelle que les rats contrôles (Birrell & Brown, 2000; Vedder et al., 2015). Il a 

e e t t  o t  ap s u e e positio  h o i ue olo tai e à l’al ool, que les déficits 

cognitifs observés (flexibilité, impulsivité et attention) étaient associés à une atteinte cellulaire 

et persistaient pendant au moins quatre semai es ap s l’a t de l’al ool (Charlton et al., 

2019). 

Da s des od les d’e positio  i te itte te à l’al ool, il a t  o se  des 

modifications cognitives, mais moins globales et plus transitoires que dans les modèles 

d’exposition chronique continue (Toledo Nunes et al., 2019).  
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R su   
 

La o so atio  d’al ool a de o euses o s ue es au i eau al. 

Elle i duit da s l’e se le du e eau u  st ess o datif et de la 

neuroinflammation caractérisée par une activation des cellules microgliales. Ces 

mécanismes peuvent mener à des phénomènes de neurodégénérescence.  

Au niveau structural, deux principaux circuits sont atteints, le circuit fronto-

cérébelleux et le circuit de Papez. Leur altération est visible en imagerie et a des 

conséquences au niveau cognitif avec notamment un dysfonctionnement des 

fonctions exécutives et de la mémoire épisodique.  

Malgré certaines limites dans la reproductibilité des atteintes cérébrales des 

patie ts TUAL, l’utilisatio  des od les a i au  asso i e à de ou elles thodes 

d’i age ie et des p oto oles de consommation chronique sur plusieurs mois 

montrent des résultats prometteurs et reflétant la pathologie humaine. 
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IV. L’AXE FOIE-CERVEAU 

Nous avons décrit depuis le début de cette introduction les atteintes hépatiques et 

cérébrales causées par une consommation d’al ool e essi e et h o i ue. U e 

communication bidirectionnelle existe entre le cerveau et la périphérie. Des signaux 

immunitaires afférents au cerveau peuvent induire des désordres comportementaux. La 

o so atio  h o i ue d’al ool est u  des fa teu s pou a t p o o ue  u e po se 

immunitaire périphérique pou a t ause  des alt atio s ales. Mais l’al ool peut aussi 

a oi  u  effet di e t su  l’i u it  ale ota e t su  l’a ti atio  i ogliale (SP et al., 

2016). Dans cette section nous allons détailler les voies et les mécanismes de communication 

e t e le foie et le e eau da s le o te te de la o so atio  d’al ool.  

 L’e phalopathie hépatique 

Les ta olites de l’al ool p oduits pa  le foie, les toki es et les d is a t ie s se 

retrouvant dans la circulation sanguine génèrent un spectre de symptômes allant de la fatigue 

à l’alt atio  de l’hu eu  jus u’à l’e phalopathie hépatique (Azhari & Swain, 2018). 

L’e phalopathie h pati ue se a a t ise pa  u e d failla e h pati ue a o pag e 

de troubles cognitifs silencieux au début de la maladie (encéphalopathie hépatique minimale) 

puis pou a t olue  jus u’au o a si la pathologie ’est pas p ise à te ps. Il s’agit d’u e 

complication fréquente dans les maladies hépatiques ; elle est cependant largement sous-

diag osti u e. L’al ool est u  fa teu  tiologique dans 50% des encéphalopathies hépatiques 

avec cirrhose (Bale et al., 2018).  

Il existe un lien fort entre la perméabilisation de la barrière intestinale (entraînant 

translocation bactérienne, perturbation du microbiote intestinal et endotoxémie), 

l’i fla ation systémique, la neuroinflammation et le fonctionnement cérébral chez les 

patie ts attei ts d’e phalopathie h pati ue. Il a t  et ou  hez es patie ts u e 

i fla atio  s st i ue a o pag e d’u e a ti atio  i ogliale da s l’e se le du 

cerveau. Plus l’i fla atio  h pati ue et s st i ue est i po ta te, plus la 

eu oi fla atio  l’est aussi et plus l’e phalopathie est s e (Azhari & Swain, 2018). 
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 Liens entre inflammation périphérique et cérébrale 

Bie  a a t le d eloppe e t de l’encéphalopathie hépatique, il existe des atteintes 

hépatiques chez les patients TUAL (Voir III. 3 Atteintes hépatiques chez les patients TUAL). 

Le foie est une source importante de production de cytokines proinflammatoires, par les CK, 

les h pato tes et les leu o tes, ap s la o so atio  e essi e et h o i ue d’al ool 

(Wang et al., 2012; Louvet & Mathurin, 2015). Celles-ci ont été retrouvées dans le sérum chez 

les patients TUAL (Szabo & Lippai, 2014). Or il a été décrit que lo s d’u e i fla atio  

hépatique, des perturbations du système nerveux central existent. Elles se caractérisent par 

des « sickness behaviour » (signes comportementaux associés à la maladie) comprenant une 

fatigue, u e pe te de oti atio  et d’i t t so ial, de l’a i t  et des alaises D’Mello & 

Swain, 2011). 

 

De nombreuses études ont montré un lien entre l’i fla atio  p iph i ue et des 

altérations cérébrales et cognitives. Après une seule injection de LPS intrapéritonéale, Qin et 

collaborateurs ont retrouvé une augmentation de TNF dans le sérum pendant 9h, dans le foie 

pe da t u e se ai e, et jus u’à 0 mois dans le cerveau (Figure 18 ; Qin et al., 2007).  

Da s ette e tude, les auteu s o t o t  u’u e seule i je tio  i trapéritonéale 

de TNF a ti ait la i oglie ale et e t ai ait l’e p essio  de fa teu s p oi fla atoi es. 

Figure 18 : Une seule injection de LPS (5mg/kg) entraine une augmentation du taux de TNF dans le 

sérum, le foie et le cerveau. (A) Pourcentage de TNF retrouvé dans le foie, le sérum et le cerveau de 30 minutes 
à 10 mois post injection ; (B) Concentration de TNF dans le cerveau de 1 jour à 10 mois après une injection 
i t ap ito ale de s u  ph siologi ue ou de LPS. D’ap s Qi  et al  
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Cette activation microgliale causée par le TNF périphérique a aussi été retrouvée 

accompagnée par une activation des cellules endothéliales cérébrales D’Mello et al., 2009).  

L’i je tio  aigüe de LPS entraine aussi des atteintes comportementales notamment de 

s pt es s’appa e ta t à la d p essio  (de Paiva et al., 2010). Elle provoque également une 

perméabilité transitoire de la BHE, qui devient continue en ajoutant un contexte 

d’al oolisatio  h o i ue (Singh et al., 2007). Après une seule injection de LPS 

intrapéritonéale (3mg/kg) une augmentation de cytokines proinflammatoires (TNF, MCP-1, 

IL6, IL1β) dans le sérum, le cerveau et le foie est retrouvée comparé aux contrôles (Qin et al., 

2008). Les niveaux de ces cytokines dans ces trois régions sont d’auta t plus augmentés lors 

d’u e i je tio  de LPS ap s di  jou s d’i je tio  i t agast i ue d’al ool pa  appo t à u e 

injection de LPS seule sa s e positio  à l’al ool p alable (Qin et al., 2008). 

Ces e e ples o t e t ie  ue l’attei te i fla atoi e p iph i ue e t aî e u e 

réaction au niveau du cerveau. Cepe da t da s le as de l’al ool, ous a o s u 

précédemment que la molécule pouvait non seulement interagir avec le milieu périphérique 

mais aussi directement avec le cerveau. Une étude très récente a montré que les produits de 

d g adatio  de l’al ool et e  pa ti ulie  l’a tate, parvenaient dans le cerveau et étaient 

incorporés da s les histo es lo s de l’a t latio  au i eau de l’hippo a pe et du cortex 

préfrontal (Mews et al., 2019), et ai si ue l’attei te p iph i ue de l’al ool pou ait ejoi d e 

le cerveau. 

La stéato-h patite aus e pa  l’al ool augmente la synthèse de céramides et de lipides 

toxiques et leur libération dans la circulation sanguine. Les céramides peuvent passer la BHE 

et initient une cascade de neurodégénérescence notamment au niveau du cervelet chez des 

ats e pos s h o i ue e t à l’al ool (De La Monte et al., 2009; de la Monte & Wands, 2010).  

 

La communication entre le foie et le cerveau existe donc de façon réciproque entre ces 

deux organes. Ainsi par exemple l’i je tio  d’IL β dans le système nerveux central a pour 

o s ue e u e i filt atio  de eut ophiles et l’e p essio  de fa teu s p oi fla atoi es au 

niveau hépatique (Campbell & Oei, 2010; Lippai et al., 2013).  
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 Les voies de communication possibles 

Il existe plusieurs voies de communication possibles entre le foie et le cerveau dans 

lesquelles les cytokines proinflammatoires (notamment IL6, IL1β, MCP-1 et TNF jouent un rôle 

l .  Da s e o te te i fla atoi e, D’Mello & S ai  o t p opos  t ois g a des oies 

potentielles de communication (Figure 19 ; D’Mello & S ai , ; D’Mello et al., 2017).  

 Voie neurale  

Les organes viscéraux sont innervés par des afférences du nerf vagal réagissant aux 

cytokines. En effet, ces afférences expriment des récepteurs à certaines cytokines incluant 

l’IL . Des macrophages sont localisés entre ces afférences et peuvent également répondre aux 

signaux des cytokines (Ek et al., 1998). De plus, la vagotomie chez les rongeurs prévient le 

Figure 19: Schéma illustrant les 3 voies proposées par D'Mello & Swain pour la communication foie-

cerveau. 1 la voie neurale par les afférences du nerf vague. 2 la voie humorale par les cellules endothéliales 
ales et les o ga es i u ve t i ulai es et  la voie di e pa  les ellules de l’i u it .  

CECs : cellules cérébrales endothéliales CVOs : Organes circumventriculaires MCP-1 : Monocyte 
chemoattractant protein 1, CCR2 : récepteur de la protéine MCP-1, VCAM-1 : ol ule d’adh sio  au  ellules 
vasculaires 1,  
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développement de ces « sickness behaviour » ota e t l’a i t  et la fatigue - causés par 

l’ad i ist atio  p iph i ue intrapéritonéale de LPS (Bluthé et al., 1996). Paradoxalement, 

l’i hi itio  du « sickness behaviour » ’ tait pas retrouvée en cas d’ad i ist atio  

intraveineuse de LPS.  

 Voie humorale 

Les cytokines dans la circulation sanguine peuvent interagir avec leurs récepteurs 

présents sur les cellules cérébrales endothéliales (Nadeau & Rivest, 1999), et ainsi activer leurs 

voies de signalisation. Ces voies permettent la production de seconds messagers 

p ostagla di es et o de it i ue . Da s u  od le u i  d’i fla atio  h pati ue, 

l’i je tio  de TNF intrapéritonéale aug e tait l’e p essio  de l’o de it i ue da s les 

cellules endothéliales, ce qui entraînait une activation microgliale D’Mello & S ai , .  

Les cytokines peuvent aussi accéder directement au cerveau en contournant la BHE, par 

des régions cérébrales spécifiques : les organes circumventriculaires et les plexus choroïdes. 

Ces o ga es o t la pa ti ula it  o u e d’a oi  u e BHE plus pe a le a  les apillai es 

de ces régions sont fenestrées (Ransohoff et al., 2003). Après une injection systémique de 

TNF, l’e p essio  de -fos fa teu  de t a s iptio , utilis  o e a ueu  i di e t d’a ti it  

neuronale, (VanElzakker et al., 2008) a été observée dans ces organes (Nadeau & Rivest, 

1999). 

 Voie médiée par les cellules immunitaires 

Les ellules e doth liales ales a ti es pa  l’i fla atio  h patique et la 

p se e de toki es, e p i e t des ol ules d’adh sio  o e P-sélectine, ICAM-1 ou 

VCAM- . L’a ti atio  des ellules e doth liales ales pe et aussi l’a ti atio  des 

cellules microgliales (voir plus haut) qui expriment des chemokines p o ou a t l’i filt atio  

monocytaire (MCP-1). Les ol ules d’adh sio  pe ette t alo s au  o o tes i ula ts 

de traverser la BHE et pénétrer dans le parenchyme cérébral. A leur tour les monocytes 

infiltrés sécrètent des cytokines telles que TNF et IL-1β D’Mello et al., 2017). Bien que cette 

oie e iste da s e tai es pathologies, l’i filt ation des cellules immunitaires périphériques 

da s le e eau des patie ts TUAL ou da s les od les a i au  ’a pas t  d ite. 
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 Rôle de l’i testi   

L’i testi  joue u  le i po ta t da s les lie s e t e p iph ie et e eau. Comme 

décrit précédemment (II. O igi e de l’i fla atio  hépatique), la consommation d’al ool 

chronique entraîne une perméabilisation de la barrière intestinale et une translocation 

bactérienne. En effet, chez certains patients TUAL, il a été montré un changement dans le 

microbiote et une augmentation de la perméabilité intestinale (Mutlu et al., 2012; Leclercq et 

al., 2014), qui entraîne alors une augmentation des niveaux de LPS dans la circulation sanguine 

et une inflammation hépatique. Le lien intestin-foie-cerveau est ainsi de plus en plus évoqué 

dans la littérature (Stärkel et al., 2018) avec un rôle prépondérant du microbiote intestinal.  
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R su  
 

 L’e phalopathie h pati ue est u e o pli atio  eu ologi ue o se e hez les 

patients TUAL présentant un dysfonctionnement sévère du foie. Mais bien avant le 

développement de cette pathologie, il existe déjà, chez les patients TUAL, des atteintes 

og iti es et ales pou  les uelles l’i fla atio  h pati ue pou ait t e u  a teu  

majeur. De o euses tudes hez l’a i al et hez l’ho e o t d o t  des lie s 

entre une inflammation périphérique et des altérations cérébrales. En préclinique, il a été 

o t  u’u  te ai  d’e positio  à l’al ool e pi ait les attei tes provoquées par une 

inflammation périphérique seule. Cepe da t, peu d’ tudes o t e a i  les lie s e t e 

fonctionnement hépatique et atteintes cérébrales dans le TUAL.  

 Il est difficile de différencier les effets i di e ts de l’al ool sur la neuroinflammation 

via l’i fla atio  p iph i ue des effets directs de l’al ool sur le cerveau, la molécule 

pouvant impacter les deux systèmes. 

Co p e d e la ise e  pla e et le d eloppe e t de l’i fla atio  au i eau 

cérébral et hépatique dans le TUAL pourrait ainsi être une piste prometteuse pour 

développer des traitements thérapeutiques ciblant les atteintes cognitives et structurales 

chez les patients TUAL.  
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OBJECTIFS 
 

 

Chez les patients TUAL, les atteintes hépatiques et cérébrales sont fréquentes et variées 

dans leur nature et leur sévérité. Cette hétérogénéité est notamment due aux modalités de la 

o so atio  d’al ool, à la ul a ilit  i di iduelle notamment génétique et aux 

o o idit s. Nous a o s gale e t u ue l’i fla atio  pou ait joue  u  le e t al da s 

le développement de ces atteintes, notamment dans la communication entre le foie et le 

cerveau.  

 

Les objectifs de cette thèse sont donc (i) d’ tudie  le décours temporel de 

développement des atteintes hépatiques et cérébrales caus es pa  l’alcool, et ii  d’ tudie  

le ôle de l’i fla atio  dans ces atteintes. Dans une démarche la plus translationnelle 

possible, nous avons utilisé des données recueillies chez des patients TUAL ainsi que dans 

deu  od les a i au  d’e positio  ch o i ue à l’alcool.  

 

Afin de répondre à ces objectifs, cette thèse a été divisée en deux principales études :  

 

I) Une étude préclinique utilisant un modèle longitudinal d’al oolisatio  h o i ue 

jus u’à  ois afi  d’e a i e  le d ou s te po el du d eloppe e t des attei tes 

hépatiques, cérébrales et comportementales chez des souris non sélectionnées 

g ti ue e t pou  leu  o so atio  spo ta e d’al ool. Des analyses sanguines, 

d’i age ie [ o p e a t des a al ses volumétriques et d’i t g it  des fi es de su sta e 

blanche (DTI)], d’i u ohisto hi ie, ai si ue des tests o po te e tau  o t t  alis s 

périodiquement chez des souris chroniquement e pos es à l’eau ou à l’al ool. Finalement, 

l’effi a it  d’u  t aite e t a ti-inflammatoire (la minocycline) a également été testée pour 

li ite  les effets o po te e tau  de la o so atio  h o i ue d’al ool et la 

o so atio  olo tai e d’al ool. Les données de cette étude ont été intégralement 

e ueillies et e tai es a al ses so t toujou s e  ou s da s l’o je tif d’u  a ti le s ie tifi ue 

qui est en préparation. 
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II) U e tude t a slatio elle pou  p ise  le le de l’i fla atio  su  les attei tes 

cérébrales et hépatiques ap s u e e positio  h o i ue à l’al ool. Des analyses 

eu oa ato i ues, d’i t g it  des fi es DTI  et d’i u ohisto hi ie o t t  alis es hez 

(i) des patients présentant un TUAL sévère et (ii) des rats génétiquement sélectionnés pour 

leur attira e spo ta e pou  l’al ool [sardinian preferring (sP) rats]. Les résultats issus de 

cette étude sont inclus dans un article intégré dans ce manuscrit de thèse, et qui sera 

prochainement soumis pour publication. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESULTATS   
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ETUDE  
 

Étude longitudinale des atteintes hépatiques et 

ales da s la o so atio  h o i ue d’al ool 
 

Il existe des atteintes cérébrales et hépatiques aus es pa  l’al oolisatio  h o i ue 

chez les patients TUAL, mais la chronologie de leurs apparitions est encore méconnue. Les 

od les a i au  pe ette t de s’aff a hi  des o euses o o idit s asso i es à la 

pathologie, ui pa ti ipe t à l’h t og éité des atteintes des patients TUAL et une meilleure 

o p he sio  des a is es ph siopathologi ues de l’ helle ellulai e à 

comportementale. Nous avons ainsi he h  à ieu  o p e d e l’appa itio  et le 

développement de ces atteintes grâce à un modèle murin de consommation chronique 

d’al ool à très long terme (Lemarchand et al., 2015; Drieu et al., 2020). Nous nous sommes 

pa ti uli e e t i t ess s au le et au d eloppe e t de l’i fla atio  au i eau 

al, h pati ue et s st i ue au ou s de l’al oolisatio  h o i ue. Cette tude est e  

préparation car certains résultats sont actuellement toujours e  ou s d’a al se.  

 

Les objectifs de cette étude étaient dans un premier temps de mettre en évidence la 

d a i ue d’apparition des atteintes cérébrales et hépatiques et, dans un second temps, 

d’essa e  de p e i  es attei tes. Après avoir décrit le développement temporel des 

atteintes comportementales, cérébrales et hépatiques des souris ap s l’e positio  à l’al ool 

pendant 1,5, 6, 9 et 12 mois, nous avons réalisé une étude pilote de traitement à la 

minocycline ( ol ule apa le d’inhiber l’a ti atio  icrogliale). Nous souhaitions étudier la 

capacité de cette molécule à (i) préserver les capacités cognitives affectées par la 

o so atio  h o i ue d’al ool, ainsi que (ii) sa capacité à diminuer la consommation 

olo tai e d’al ool. 
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Mat iels & thodes 
 

Le design expérimental comprend des tests comportementaux, des examens en IRM 

cérébrale in vivo, des prélèvements cérébraux et hépatiques pour des analyses en 

immunohistochimie ainsi que des dosages sur échantillons sanguins. De plus, nous avons 

ajouté aux deux groupes classiquement utilisés dans la littérature (CONTROLE et ALCOOL) un 

g oupe d’a i au  ui ’ tait pas al oolis  au o e t des aluatio s afi  de s’aff a hi  des 

effets aigus de l’al ool (ABSTINENT). Ce groupe a été intégré afin de représenter au mieux les 

évaluations faites dans les protocoles cliniques, où les patients sont examinés après le sevrage 

alcoolique. 

L’e se le de es tests a été réalisé à 6, 9 et 12 mois d’e positio  à l’al ool [Sauf pour 

le protocole comportemental qui est aussi réalisé à 1,5 ois d’e positio  à l’al ool ou à l’eau 

pour le groupe contrôle) ; Figure 20 : Schéma global du protocole]  

 

Figure 20 :  Schéma global du protocole longitudinal concernant des analyses comportementales, 

d’i age ie, i u ohisto hi i ues et sa gui es hez les t ois g oupes e p i e tau  o t ôle, al ool et 
abstinence). 
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 Animaux  

L’e se le des e p ie es e es in vivo a fait l’o jet d’u e de a de d’auto isatio  

de projet validée par le CENOMEXA (Comité d'Ethique NOrmandie en Matière 

d'EXp i e tatio  A i ale  et a eçu l’auto isatio  # 886 du Mi ist e de lʼE seig e e t 

Supérieur, de la Re he he et de lʼI o ation. Les expériences sont réalisées dans le respect 

du bien-être animal et en accord avec les réglementations française (décret 87/848) et 

européennes (2010/63/ EU). Pour toute cette étude, nous avons utilisé des souris mâles Swiss 

provenant soit de chez Janvier Labs soit du Centre Universitaire de Ressources Biologiques 

(CURB). L’a i ale ie où so t hébergés les a i au  pe da t toute la du e des p oto oles ’a 

pas le statut « specific pathogen free ». 

 P oto ole d’al oolisatio  

Les souris âgées de 8 semaines ont été exposées à l’al ool pa  u  p oto ole d’e positio  

fo e, a e  u  seul i e o  à dispositio  o te a t % d’al ool (volume/volume). Les souris 

so t  pa  age et o t u  i e o  d’eau ou o te a t de l’al ool ai si ue de la ou itu e ad 

libitum. Elles sont hébergées en cycle inversé pour les études comportementales et en cycle 

o al pou  les tudes d’i age ie. Les a i au  so t su eill s uotidie e e t et pes s à 

chaque étape du protocole. Pour le protocole comportemental, les biberons et la nourriture 

ont été pesés hebdomadairement.  

Pou  al ule  la dose d’al ool o so e pa  les sou is, ous a o s ultipli  le olu e 

d’al ool o so e % du olu e u da s le i e o  pa  la de sit  de l’al ool ,  puis 

connaissant le poids moyen des souris rapporté au kg. Le calcul est le suivant : Dose = ((Volume 

u L   de sit  ,  g/ L  / poids de l’a i al kg . Nous a o s e le  L de la pes e 

du biberon comme évaluation de la perte de volume due à la manipulation. 

I. PROTOCOLE COMPORTEMENTAL 

 Tests comportementaux  

Les tests sont réalisés à 1,5 ois,  ois,  ois et  ois d’e positio  à l’al ool. Nous 

a o s utilis   sou is pa  g oupe soit u  total de  sou is. Afi  de alise  l’e se le des 

tests su  l’e se le des sou is, ous a o s fait  g oupes de souris (7 souris par groupe par 
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se ai e =  sou is pa  se ai e  a e  u e se ai e de d alage d’e positio  à l’al ool pou  

pouvoir effectuer les tests sur 3 semaines consécutives.  

Pou  l’e se le des tests o po te e tau , les sou is so t ha itu es à la pièce du 

test pe da t au oi s  i utes a a t le d ut du test. L’o d e des tests est a do is  

chaque semaine (sauf pour le fear conditioning qui a toujours lieu les deux derniers jours). 

Voi  s h a du p oto ole de l’ tude. Les tests so t s h atisés dans la figure 21. 

1.1 Y-Maze  

Le labyrinthe en Y permet de mesurer la mémoire spatiale des rongeurs. Il est constitué 

de trois bras identiques en plastique blanc (34x7x14,5 cm) desquels sont visibles des indices 

distaux disposés dans la pièce. Le protocole se divise en deux sessions séparées par un 

intervalle de 2h30 comme décrit précédemment (Obiang et al., 2012). Pendant la session 

d’a uisitio , u  as du la i the est fe . La positio  du as fe  est hoisie 

al atoi e e t. Lo s de la phase d’a uisitio , ha ue sou is est pla e da s l’u  des deu  

aut es as, a e  sa t te e s l’e t it  du as et o  le e t e du la i the. Elle peut 

visiter librement les deux bras pendant 5 minutes. La souris retourne ensuite dans sa cage 

pe da t les h  d’i te alle e t e les sessions. Elle passe ensuite la phase de test de 

rétention pendant laquelle elle peut visiter pendant 5 minutes les 3 bras ouverts du labyrinthe 

(Figure 21 A). Le nombre de visites dans chaque bras (considéré quand la souris a passé les 

2/3 du bras) a été enregistré à chaque session. La mémoire spatiale est évaluée en comparant 

le pourcentage de visites dans chaque bras pendant la phase de test. En absence de déficit, le 

pourcentage de visites dans le nouveau bras est plus important que dans les anciens bras, et 

est supérieur à 33 % (qui est le seuil de visite dû au hasard). Les animaux faisant moins de 6 

e t es totales du a t la phase d’a uisitio  ou oi s de  e t es du a t la p e i e i ute 

de la phase de rappel sont exclus du test. Nous avons choisi de ’utilise  ue les deu  

premières minutes de la phase de rappel pour les analyses, car après ces deux minutes, le 

ou eau as ’est plus o sid  o e ou eau et le o e d’e t es est ide ti ue da s 

tous les bras.    



 

 

53 ETUDE 1 – Matériel & Méthodes 

1.2 Open field 

L’open field est un test pe etta t de esu e  le i eau glo al d’a ti it , de lo o otio , 

d’e plo atio  et d’a i t . Les sou is so t pla es au e t e d’u  dispositif a  de , ,  

 et peu e t l’e plo e  li e e t pe da t  i utes (Pruvost et al., 2017). Les animaux 

sont suivis par vidéo (DMK 21AF04, The Imaging Source®) et les paramètres de locomotion 

(distance, vitesse, mouvement) sont analysés avec le logiciel Ethovision XT11.5 (Noldus). Une 

zone de 15x15 cm est définie au centre du dispositif et le pourcentage de temps passé dans 

cette zone est mesuré pour évaluer le comportement anxieux (Figure 21 B). Les souris passent 

typiquement plus de temps à explorer la périphérie en se déplaçant le long des murs 

(tigmotaxie) que dans la zone centrale (anxiogène).  

1.3 Pout e d’ uili e  

Ce test pe et d’ alue  l’ uili e et les apa it s ot i es fi es hez la sou is. La 

poutre mesure 97 cm de longueur et 8mm de largeur et est disposée à 1 mètre du sol. La cage 

d’h e ge e t des sou is est pla e à u e e t it  de e dispositif pou  atti e  les sou is sur 

le poi t d’a i e. U e la pe est utilis e pou  fai e la lu i e au-dessus du point de départ et 

sert de stimulus aversif (Figure 21 C). Le test se déroule sur deux jours, le premier jour 

d’app e tissage les sou is so t ha itu es au dispositif e   essais. Lors du premier essai, la 

souris est placée à 10 cm de la plateforme à atteindre pour la rejoindre, pour le deuxième au 

milieu de la poutre, pour le 3e au milieu de la poutre mais de dos et enfin pour le dernier essai 

à l’e t it  oppos e de la pout e. Au u  de es essais ’est h o o t . Le deu i e jou  

est la phase de test, la sou is est pla e à l’e t it  de la pout e et doit ejoi d e sa cage 4 

fois de suite. Cha ue essai est h o o t . L’ aluatio  de l’ uili e se fait su  le te ps 

pour rejoindre la cage et le nombre de chutes du dispositif.  

1.4 Fear conditioning 

Ce test alue la oi e otio elle ota e t di e pa  l’a gdale et 

l’hippo a pe. Le dispositif est o stitu  d’u e ha e de o ditio e e t i so o is e 

(Panlab-Leti a, Biose ®, F a e  où la sou is est i itiale e t pla e. Le sol est u i d’u e 

grille métallique reliée à un capteur de pesée branché à un ordinateur. Ce dispositif mesure 
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l’ olutio  de la pa titio  du poids de la souris sur la grille en fonction du temps, ce qui 

permet de quantifier en temps réel le comportement d’i o ilisatio  de l’a i al. Le 

p oto ole o siste e  l’asso iatio  pa  le sujet de deu  stimuli. Le premier stimulus (léger choc 

électrique non douloureux ; 0,4 mA), dit inconditionnel, déclenche une réponse innée et 

constante de peur : la réponse inconditionnelle. Le second stimulus (contexte particulier) est 

initialement eut e. L’appa ie e t des deu  sti uli lo s d’u e s a e d’a uisitio  de  

minutes permet au stimulus neutre de de e i  p di tif d’u e situatio  da ge euse et do  

de de e i  u  sti ulus o ditio el apa le d’ o ue  seul la réponse de peur, dite alors 

réponse conditionnée ou peur conditionnée. La peur conditionnée, chez les rongeurs, est bien 

caractérisée et classiquement mesurée dans ce type de test par le te ps d’i o ilisatio , 

défini o e l’a se e de tout ou e e t e ept  eu  li s à la espi atio  (Figure 21 D). 

La réponse émotionnelle (conditionnée) est mesurée grâce à un test de rappel de 4 minutes 

exposant les sujets au stimulus conditionnel au contexte (rappel au contexte).  

Figure 21 : Schémas des différents tests comportementaux utilisés dans le protocole comportemental. 
A : Y-Maze ; B : Open Field ; C : Pout e d’ uili e ; D : Fear conditioning 

Seuls les animaux du protocole comportemental ont été évalués à 1,5 ois d’e positio , 

les animaux du protocole imagerie et immunohistochimie ont été évalués à 6, 9 et 12 mois 

d’e positio . U  deu i e g oupe de sou is diff e t de elui du p oto ole o po te e tal 

est utilis  pou  les tudes d’i age ie et d’i u ohisto hi ie.  
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II. PROTOCOLE D’IMAGERIE, PRELEVEMENTS SANGUINS ET 
IMMUNOHISTOCHIMIE  

 Imagerie par résonance magnétique cérébrale  

Le p oto ole d’i age ie est alis  su  deu  jou s afi  de li ite  de t op lo gues sessio s 

d’e positio  à l’age t a esth si ue les a i au  e pos s à l’al ool ont plus de difficultés à 

rester sous anesthésie et à garder un rythme respiratoire que les animaux non exposés). Nous 

a o s utilis   sou is pa  g oupe et pa  te ps d’e positio  à l’al ool. Cha ue sou is passe 

e i o  deu  heu es da s l’IRM sous a esth sie : le premier jour pour les séquences 

anatomiques et de DTI, et le deuxième jour pour les séquences de spectroscopie. Les 

acquisitions sont réalisées avec une IRM 7T Pharmascan (Bruker) et le logiciel Paravision 6.1. 

Les souris sont anesthésiées (induction sous 5% isoflurane, O2/N2O ½, maintien sous 1-2% 

isoflurane, O2/N2O 1/1) puis placées dans un berceau chauffé avec leur tête maintenue par 

des a es d’o eilles pou  ite  tout a tefa t de ou e e t. Leu  te p atu e et leu  

respiration sont monitorées durant toute la durée des acquisitions. Avant chaque acquisition, 

une séquence de localisation est effectuée pour vérifier le bon placement de la souris et 

positio e  o e te e t le ha p d’a uisitio  de l’IRM.  

1.1 IRM anatomique  

La séquence utilisée est une séquence T2 RARE 2D, TR/TE = 3000/48,6 ms, matrice 

256x256x40, résolution 0,07x0,07 mm, nombre de coupes : 40, épaisseur de coupe : 0,3 mm 

pou  u e du e d’a uisitio  de  i utes. La s ue e est p t e pou  ha ue o ie tatio  

(axiale, coronale, sagittale  pou  u e du e totale d’a uisitio  de  i utes. 

Pou  les a al ses olu t i ues, ous a o s t a  à la ai  les gio s d’i t t a e  le 

logiciel ImageJ et un atlas de cerveau de souris (Paxinos & Franklin, 2001). Plus précisément, 

les régions ont été délimitées sur les coupes coronales : les ventricules sur la totalité des 

oupes où ils appa aissaie t, l’hippo a pe ilat al su   oupes, le o ps alleu  

(comprenant la capsule interne et externe) sur 14 coupes, le volume total intracrânien sans le 

cervelet sur 20 coupes et le cervelet sur 4 coupes. La somme des aires des différentes 

coupes est ultipli e pa  l’ paisseu  de oupe pou  o te i  le olu e des gio s d’i t t.  
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1.2 IRM de diffusion (DTI) 

La séquence est adaptée de McKenna et al 2016 (McKenna et al., 2016), les paramètres 

sont les suivants : séquence IRM echo planar (EPI) 2D, avec 30 directions, b = 1000m/s² et 5 b 

= 0m/s², TR/TE = 7500/24 ms, matrice 176x80x525, résolution 0,15x0,15 mm, nombre de 

coupes : 15, épaisseur de coupe : ,   pou  u e du e d’a uisitio  de  i utes. Pou  

a lio e  la ualit  d’a quisition, une homogénéisation du champ magnétique est appliquée 

a e  le p oto ole de MapShi  de B uke .  Le te ps d’a uisitio  total est d’e i o   

minutes. 

La tractographie du corps calleux a été réalisée avec le logiciel DSI Studio (http://dsi-

studio.labsolver.org . Les a tes d’a isot opie f a tio elle so t e o st uites à pa ti  des 

images 2dseq Bruker pour chaque animal et la qualité de ces cartes est vérifiée 

individuellement.  

La tractographie du corps calleux est réalisée avec les paramètres suivants : FA > 20, 

angle minimum 45°, selon une approche déterministique (adapté de De Santis et al., 2019). 

Le critère déterminant du tracé des fibres était de passer obligatoirement par les deux 

hémisphères. Pour chaque animal, les fibres du corps calleux étaient ainsi reconstruites. Le 

volume des fibres et les valeurs moyennes des paramètres de microstructure (Anisotropie 

fractionnelle FA, diffusivité moyenne MD, diffusivité radiale RD, diffusivité axiale AD) sont ainsi 

obtenus. 

1.3 Spectroscopie par résonance magnétique 

Afin de mesurer les changements dans les métabolites cérébraux au niveau 

hippocampique nous avons développé un protocole de spectroscopie par résonance 

magnétique. Celui-ci se déroule en deux phases consécutives. La première consiste à placer le 

o el d’i t t et o ige  l’ho og isatio  du ha p ag ti ue autou  et au sei  de e 

voxel. La première séquence est une séquence de localisation pour vérifier le placement de la 

sou is da s l’IRM. E suite, a e  u e s ue e T  RARE D a ato i ue e  a ial et/ou e  

o o al R solutio  ,  , ous pou o s pla e  le o el d’i t t , ,   da s 

l’hippo a pe. U e fois le o el pla , ous utiliso s u e p o du e d’ho og isatio  du 

ha p ag ti ue su   i eau , d’a o d u  shi  de p e ie  puis de se o d o d e et e fi  

avec le protocole MapShim de Bruker.  

http://dsi-studio.labsolver.org/
http://dsi-studio.labsolver.org/
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La deuxième phase comprend les séquences PRESS de spectroscopie, avec et sans 

supp essio  d’eau. Afi  d’utilise  le sig al de l’eau o e sig al de f e e, ous faiso s 

d’a o d u e s ue e PRESS sa s supp essio  du sig al de l’eau du e e i o  i , puis 

deu  s ue es PRESS su essi es a e  supp essio  d’eau te h i ue VAPOR implémentée 

dans Bruker). Nous utilisons deux TE différents (TE= 17 et TE = 40 ms ; pou  l’a al se futu e 

des sultats  et u  TR =  s, o e d’a u ulatio  = 256. Chaque séquence a une 

du e de  i utes. Le te ps total d’a uisitio  est d’e i o  une heure. Les deux temps 

d’ ho utilis s u  ou t et u  lo g  o t pe ett e de ua tifie  u  la ge spe t e de 

ta olite. Les spe t es o te us pa  es a uisitio s so t e  ou s de t aite e t à l’heu e 

actuelle avec le logiciel Tarquin (http://tarquin.sourceforge.net/). 

 

Nous avions envisagé de quantifier la stéatose hépatique par MRS in vivo, en quantifiant 

les macromolécules lipidiques dans un voxel du foie (5x5x5 mm). Malgré les développements 

méthodologiques mis au point dans la cadre de ma thèse, les deux groupes de souris exposées 

à l’al ool e suppo ta t pas u e e sessio  d’u e heu e d’i age ie, ous a o s d id  de e 

pas inclure cette technique dans le protocole. 

 Prélèvements sanguins et dosages  

2.1 Prélèvement intracardiaque et perfusion intracardiaque  

Ap s la de i e sessio  d’i age ie, les a i au  so t eutha asi s pa  pe fusio  

intracardiaque après prélèvement de leur sang par voie intracardiaque.  

Brièvement, les animaux seront maintenus sous anesthésie profonde (5% isoflurane, O2 

/N2O 1/1) en respiration spontanée pendant la perfusion intracardiaque. Nous pratiquons une 

laparotomie-thoracotomie pour accéder au œu . Pour la ponction cardiaque, 1mL de sang 

est p le  di e te e t du œu  a e  u e se i gue aiguille G  it at e ite l’h ol se . 

Enfin, pour la perfusion, nous insérons une canule dans le ventricule gau he du œu , e  

prenant soi  d’i ise  gale e t l’o eillette d oite. E suite, nous lançons une pompe qui va 

injecter environ 20 ml NaCl hépariné à 4°C avec un débit de 15mL/min pour rincer le système 

vasculaire. Nous faisons ensuite passer dans le système vasculaire 100mL de fixateur (2% acide 

picrique + 0,2% paraformaldéhyde ou 4% paraformaldéhyde, dans du tampon phosphate) afin 

de fi e  les o ga es de l’a i al. E fi , ous up o s le cerveau et le foie.  

http://tarquin.sourceforge.net/
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Afi  d’o te i  le plas a, ous up o s le su agea t ap s u e p e i e 

centrifugation (15 min, 3000g), puis nous le repassons dans une deuxième centrifugation afin 

d’ ite  toute o ta i atio  i , g . Le plas a o te u est sto k  à -80°C. 

2.2 Dosage des iveau  d’al ool sa gui s et des t a sa i ases 

hépatiques  

Les prélèvements sanguins étant faits à la suite du proto ole d’i age ie, le sa g est 

prélevé lorsque les souris ont arrêté de boire et de manger depuis au moins une heure (temps 

de l’i age ie  et e t e h et h. Les dosages d’al ool sa gui s so t alis s au CHU de Cae  

dans le service de pharmacologie par le Dr. Lelong-Boulouard. Les dosages de transaminases 

(ASAT et ALAT) sont réalisés au CHU de Caen dans le service de biochimie par le Dr. Laurent 

Coulbault. 

2.3 Dosage des cytokines  

Pour évaluer la réponse inflammatoire dans notre modèle, nous avons choisi de mesurer 

la o e t atio  da s le plas a de  toki es eli es à l’i fla atio  e  utilisa t u  kit 

luminex. Les 23 cytokines sont interleukine-1α (IL-1α), interleukine-1β (IL-1β), interleukine-2 

(IL-2), interleukine-3 (IL-3), interleukine-4 (IL-4), interleukine-5 (IL-5), interleukine-6 (IL-6), 

interleukine-9 (IL-9), interleukine-10 (IL-10), interleukine-12 p40 (IL-12 p40), interleukine-12 

p70 (IL-12 p70), interleukine-13 (IL-13), interleukine-17 (IL-17), tumor necrosis factor (TNF), 

interferon-γ (IFN-γ), CXCL1, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL11, G-CSF et GM-CSF. 

Le dosage des toki es i ula tes est alis  à l’u i e sit  de Lou ai  pa  le D . Sophie 

Leclercq, par un kit de dosage multiplex avec lecteur de plaque Luminex (PRO Mouse Cytokine 

23-PLEX, BioRad). 

 Immunohistochimie  

Le cerveau et le foie prélevés sont postfixés pendant 18h à 4°C puis rincés avec une 

solution de 20% de sucrose pendant 48h à 4°C. Le cerveau et le cervelet sont dissociés, et un 

morceau de foie est prélevé pour congélation dans du Tissue-Tek O.C.T (Miles Scientific, 

Naperville, IL, USA) à -80°C. Le foie restant est stocké dans du PBS azide (0,01%) à 4°C.  
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Les échantillons sont coupés au cryostat (Leica 3500) à une épaisseur de 10µm sur des 

lames adhérentes Polilysine, les lames sont ensuite stockées à -80°C avant utilisation. 

Le protocole d’i u ohisto hi ie est le sui a t : les lames sont décongelées à 

température ambiante (environ 45 minutes), ensuite elles sont réhydratées et rincées dans 3 

bains de PBS (PH 7,4) successifs de chacun 15 minutes. Les anticorps primaires sont déposés 

sur les lames (450 µL dans du PBS avec 25% de Triton) et incubés en chambre humide à 

température ambiante sur la nuit. Les lames sont rincées par 3 bains successifs de PBS (environ 

15 aller-retours par bain) puis les anticorps secondaires sont déposés (450 µL dans du PBS 

avec 25% de triton) et laissés à incuber pendant 1h30 en chambre humide à température 

ambiante. Les lames sont ensuite rincées par 3 bains successifs de PBS et directement 

montées avec du milieu de montage contenant du DAPI. Après environ 10 minutes de séchage, 

les lames sont stockées à 4°C (maximum une semaine) pour être visualisées au microscope.  

3.1 Anticorps primaires 

Nous avons utilisé des anticorps primaires dirigés contre la souris, pour marquer dans le 

cerveau : la microglie avec Iba1 (lapin polyclonal 1 :1000, Wako 019-19741 ou chèvre 

polyclonal 1 : , a a  a , l’a ti atio  i ogliale a e  CD  at o o lo al 

1 :1000, abcam 53444 ou lapin polyclonal 1 :500, abcam ab125212), les astrocytes avec GFAP 

(poulet polyclonal, 1 : 2000, abcam ab4674), les vaisseaux sanguins avec Col-IV (chèvre 

polyclonal 1 : 1500, southern biotech 1340) ou laminine (lapin polyclonal 1 : 1500, abcam 

ab11575), les neutrophiles avec LY6G (rat monoclonal 1 : 500, Stem cell clone 1A8).  

Et dans le foie : les cellules de Kupffer avec Iba1 (chèvre polyclonal 1 :1000, abcam 

ab5076), ou CD68 (lapin polyclonal 1 :500, abcam ab125212), les cellules étoilées hépatiques 

avec GFAP (lapin polyclonal 1 :1500, aligent Z033429), les vaisseaux avec Col-IV (chèvre 

polyclonal 1 : 1500, southern biotech 1340), les neutrophiles avec LY6G (rat monoclonal 1 : 

500, Stem cell clone 1A8). Pour résumé, voir tableau récapitulatif des anticorps. 

Tableau 1: Récapitulatif des cibles des anticorps primaires utilisés 

Anticorps utilisé Cible au niveau cérébral Cible au niveau hépatique 

Iba1 Microglie Cellules de Kupffer 

CD68 Activation microgliale Cellules de Kupffer 

GFAP Astrocytes Cellules étoilées hépatiques 

Collagène-IV Vaisseaux Vaisseaux 
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Laminine Lame basale des vaisseaux Lame basale des vaisseaux 

LY6G Neutrophiles Neutrophiles 

3.2 Anticorps secondaires  

Les a ti o ps p i ai es so t l s e  utilisa t des f ag e ts Fa ’  d’a ti o ps d’â e 

di ig  o t e l’esp e de l’a ti o ps p i ai e at, lapi , h e, poulet  a u s pa  

fluorescence FITC, CY5 ou CY3 (1 : 1000, Jackson Immunoresearch, West Grove, USA).  

Les microphotographies sont prises avec un microscope à épifluorescence (Leica 

DM6000) couplé à une caméra coolsnap, et visualisées avec le logiciel Leica MM AF 2.2.0 

(Molecular Devices, USA) puis analysées avec le logiciel ImageJ. Au moins 6 photos sont prises 

al atoi e e t da s les gio s d’i t t pa  a i al pou  les ua tifi atio s.  

III. PROTOCOLE MINOCYCLINE  

Les sou is so t soit e pos es à l’eau N=  soit e pos es à l’al ool N=  pe da t  

mois puis dans chaque condition (eau et alcool) elles sont divisées en 3 

groupes (N=10/groupe). Un groupe reçoit pendant 17 jours de la minocycline : groupe MINO-

chronique (Sigma), 30 mg/kg, diluée dans son véhicule (300µL de sérum physiologique, pH 

final= 7,4). Un autre groupe reçoit le véhicule (sérum physiologique) pendant 15 jours puis 2 

jours de minocyline : groupe MINO - aigu (même solution que précédemment). Enfin, le 

groupe contrôle reçoit uniquement le véhicule (sérum physiologique) pendant 17 jours en 

injection péritonéale : groupe VÉHICULE. Les injections sont faites avec une seringue à insuline 

G  et le t  de l’i je tio  est alte  tous les jou s. Les a i au  so t pes s et sui is 

quotidiennement. 

A la fin des 17 jours de traitement, le comportement des souris est évalué sur deux jours 

par Y-Maze, pout e d’ uili e et open field selon les protocoles décrits ci-dessus. A partir de 

cette date, les souris sont également mises en free-choice : elles sont isolées (un animal /cage) 

et u  i e o  d’eau est alo s à dispositio  à t  du i e o  o te a t de l’al ool. Les sou is 

et les biberons sont pesés 2 fois par semaine pour mesurer la quantité de boisson consommée 

spontanément par chaque animal ; la position des biberons est alternée pour éviter le 

développement de la préférence de place. Après 3 semaines de suivi, les souris sont 

euthanasiées ou réformées. 
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IV. ANALYSES STATISTIQUES  

Pour le protocole comportemental, les animaux ne sont pas suivis individuellement 

e t e les te ps d’e positio  à l’al ool, les a al ses statisti ues so t do  faites su  des 

échantillons indépendants. Les comparaisons inter groupes (CONTROLE, ALCOOL et 

ABSTINENCE) sont faites avec une ANOVA non paramétrique de Kruskall-Wallis. Lo s ue l’effet 

principal du groupe est significatif (p<0,05), des comparaisons post-hoc sont réalisées avec le 

test de Du . Pou  les esu es p t es ota e t les essais pou  la pout e d’ uili e , 

une ANOVA non paramétrique de Friedmann est réalisée suivie de comparaisons post hoc de 

Dunn pour échantillons appariés. Concernant le Y-Maze, pour compa e  le o e d’e t es 

à u e aleu  do e, ous utiliso s le test o  pa a t i ue de Wil o o . Pou  l’a al se de 

la pout e d’ uili e, le o e de hutes est o pa  e t e les t ois g oupes pa  u  test de 

chi-deux puis par un test exact de Fisher pour les comparaisons deux à deux.  

Pou  le p oto ole d’i age ie et d’i u ohisto hi ie, les o pa aiso s i te  g oupes 

sont faites avec une ANOVA non paramétrique de Kruskall-Wallis, si l’effet p i ipal du g oupe 

est significatif (p<0,05), elle est suivie de comparaisons post-hoc avec le test de Dunn.  

Pour le protocole minocycline, le suivi de consommation des boissons est analysé avec 

une ANOVA non paramétrique de Friedmann, suivie de tests de Dunnett. 

Les statistiques sont réalisées avec le logiciel GraphPad8 (Prism). 
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R sultats 
 

I. CARACTÉRISATION DU MODÈLE  

Le od le d’e positio  fo e à l’al ool ’a pas i duit de o talit  sig ifi ati e e t 

supérieure au groupe CONTROLE (Figure 22 A), ni de différence de poids entre les groupes et 

e t e les diff e ts te ps d’e positio  Figure 22 B).  

Les souris consommaient en moyenne après 1,5 mois d’e positio  à l’al ool -5 mL de 

boisson par jour (soit 8-  g/kg d’al ool  et les sou is du g oupe CONTROLE 5-6 mL d’eau. A 

pa ti  de  ois d’e positio  à l’al ool et jus u’à la fi  du p oto ole, les sou is e pos es à 

l’al ool o so aie t e i o   à  L de oisso  pa  jou  soit -  g/kg d’al ool  et les 

souris du groupe CONTROLE  à  L d’eau do es o  p sentées).  

Figure 22 : A) Cou e de su vie des  g oupes d’a i au  pendant la durée du protocole 

comportemental ; B) Poids des  g oupes d’a i au  du p oto ole o po te e tal à 6, 9 et 12 mois 

d’e positio  à l’al ool eau pou  les o t ôles ; données manquantes à ,  ois d’e positio  à l’al ool . Bleu : 
groupe Contrôle, Orange : groupe Alcool, Rouge : groupe Abstinence.  
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II. PROTOCOLE COMPORTEMENTAL  

 Mémoire spatiale : Y maze  

Le groupe de souris ALCOOL ne discrimine pas le nouveau bras comparé au seuil de 

ha e à pa ti  de  ois d’e positio  à l’al ool , % +/-2,28 p=0,61 comparé à 33,33%) et 

persistant à 9 mois (34,71% +/-4,09 p = 0,42 comparé à 33,33% ; Figure 23) et 12 mois ; ce 

déficit de mémoire à 12 mois est commun aux trois groupes (CONTROLE, ALCOOL et 

ABSTINENCE ; respectivement 32,59% +/-3,6 p>0,99 ; 40,1% +/-4,59 p= 0,07 et 42,29 +/-4,64 

p=0,07 comparé à 33,33%).  

 Activité locomotrice et anxiété : Open field  

Il ’  a pas d’effet du g oupe o e a t l’a ti it  locomotrice, que ce soit en termes de 

distance parcourue ou de vitesse de déplacement, quel ue soit le te ps d’e positio  à 

l’al ool dista e pa ou ue : p=0,30 à 1,5 mois, p=0,38 à 6 mois, p=0,79 à 9 mois, p=0,37 à 12 

mois, vélocité p=0,31 à 1,5 mois, p=0,37 à 6 mois, p=0,79 à 9 mois, p=0,13 à 12 mois). 

Cependant, un effet du temps est observé dans tous les groupes (distance parcourue : ANOVA 

p=0,01 groupe CONTROLE, p<0,0001 groupe ALCOOL, p=0,0002 groupe ABSTINENCE ; 

vélocité : ANOVA p=0,01 groupe CONTROLE, p<0,0001 groupe ALCOOL, p=0,0002 groupe 

Figure 23 : Discrimination du nouveau bras dans le test de Y-Maze par rapport au hasard, par temps 

d’e positio  à l’al ool. Ligne en pointillée : seuil de chance (33,33%). Bleu : groupe contrôle, orange : groupe 
alcool, rouge : groupe abstinence. # p<0,05 comparé à 33,33% ; Wilcoxon signed-ranked test. 
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ABSTINENCE). Plus précisément, dans les groupes ALCOOL et ABSTINENCE, la distance 

parcourue et la vitesse de déplacement sont diminuées à 9 mois et 12 mois comparé à 1,5 

ois d’e positio  à l’al ool Figure 24 A B) et pour le groupe CONTROLE, cet effet est présent 

à 9 mois (p=0,007 comparé à 1,5 mois) mais pas à 12 mois (p=0,6 comparé à 1,5 mois).  

L’a al se su  l’a i t  te ps pass  da s la zo e e t ale de l’ope  field) ’a pas montré 

d’effet du g oupe uel ue soit le te ps d’e positio  à l’al ool ANOVA : p=0,19 à 1,5 mois ; 

p=0,52 à 6 mois, p=0,34 à 9 mois ; p=0,28 à 12 mois ; Figure 25). Il existe un effet du temps 

Figure 24 : Dista e pa ou ue et v lo it  da s l’ope  field pa  g oupe et pa  te ps d’e positio  à l’al ool. 
A) Dista e totale pa ou ue da s l’ope field, B  V lo it  o e e pe da t le test de l’ope  field. Bleu : groupe 
contrôle, orange : groupe alcool, rouge : g oupe a sti e e. * p< ,  o pa  à ,  ois d’e positio  à l’al ool ; 
Du ’s test. 



 

 

65 ETUDE 1 –Résultats 

d’e positio  à  ois d’e positio  o pa  à 1,5 mois dans les groupes CONTROLE (ANOVA 

p=0,01 ; Du ’s test p= ,  et ABSTINENCE (ANOVA p=0,0002 ; Du ’s test p= ,  et  une 

tendance dans le groupe ALCOOL (ANOVA p=0,07).  

 

 Équilibre et motricité fine : Pout e d’ uili e  

A partir de  ois d’e positio  à l’al ool eau pou  CONTROLE , ous o se o s des 

chutes du dispositif chez des animaux des groupes ALCOOL et ABSTINENCE (Figure 26), avec 

significativement plus de chutes dans le groupe ABSTINENCE comparé au groupe CONTROLE 

(p=0,01 comparé au contrôle ; Figure 7 . A  ois, le o e d’a i au  huta t du dispositif 

ne diffère pas significativement entre les groupes (p=0,18 ; figure 26).  

 

 

Figure 25 : Te ps u ul  pass  da s la zo e e t ale a iog e  pa  te ps d’e positio  à l’al ool. Bleu 
groupe contrôle, orange groupe alcool, rouge groupe abstinence. * p<0,05, #p=0,05 comparé à 1,5 mois 
d’e positio  à l’al ool ; Du ’s test.  
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Co e a t la ot i it  fi e, elle est esu e a e  l’a lio atio  du te ps à pa ou i  la 

poutre entre le premier essai (E1) et le quatrième essai (E4). Il est important de noter que les 

sou is to es du dispositif e so t pas i luses da s l’a al se.  Da s le g oupe CONTROLE il 

y a une amélioration significative du temps entre E4 et E1 quel que soit le te ps d’e positio  

à l’eau (Figure 27 A-D). A 1,5,  et  ois d’e positio  à l’al ool, les souris des groupes ALCOOL 

et ABSTINENCE qui réussissent à ne pas tomber du dispositif améliorent aussi 

significativement leur temps à E4 comparé à E1 (Figure 27 A-C). A pa ti  de  ois, il ’  a 

plus d’a lio atio  e t e E  et E  da s les g oupes ALCOOL (p = 0,60 ; figure 27 D) et 

ABSTINENCE (p =0,5 ; Figure 27 D).  

Figure 26 : Dist i utio  des hutes du dispositif de la pout e d’ uili e pa  te ps d’e position à l’al ool. 
Bleu : groupe contrôle, orange : groupe alcool, rouge : groupe abstinence. Remplissage : o e d’a i au  ui 
chutent du dispositif, vide : nombre de souris qui ne chutent pas du dispositif * p<0,05 comparé au groupe contrôle ; 
test exact de Fisher.  
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 Mémoire émotionnelle : Fear conditioning 

Il ’  a pas de diff e e e t e les g oupes ANOVA p=0,72 à 1,5 mois, p=0,55 à 6 mois, 

p= ,  à  ois, p= ,  à  ois  ou e t e les te ps d’e positio  à l’al ool ANOVA p= ,  

groupe CONTROLE, p=0,31 groupe ALCOOL, p=0,37 groupe ABSTINENCE) dans la mémoire 

émotionnelle (mesurée par le te ps d’i o ilisatio  pe da t la phase de appel) (Figure 28). 

Nous ’a o s pas o  plus de diff e e e t e les g oupes, i e t e les te ps d’e positio  à 

l’al ool eau pou  CONTROLE  da s la phase d’a uisitio  du test (données non présentées).  

 

 

 

 

 

Figure 27 : Te ps pou  pa ou i  la pout e d’ uili e pa  te ps d’e positio  à l’al ool. Bleu : groupe 
contrôle, orange : groupe alcool et rouge : groupe abstinence, E : essai ; les moyennes avec les SEM sont 
représentées. *p<0,05 E4 comparé à E1 comparaison intra groupe de la couleur correspondante, ANOVA suivie 
d’u  Du ’s test. 
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Figure 28 : Temps d'immobilisation pendant la phase de rappel (24h après la phase d'acquisition) par temps 

d’e positio  à l’al ool. Bleu groupe contrôle, orange groupe alcool, rouge groupe abstinence 
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III. PROTOCOLE D’IMAGERIE, DOSAGES SANGUINS ET 
IMMUNOHISTOCHIMIE 

 Imagerie cérébrale 

1.1 Volumétrie 

Il ’  a pas de diff e e de olu e da s les diff e tes gio s d’i t t au  diff e ts 

te ps d’e positio  à l’al ool eau pour CONTROLE ; Figure 29).  

 

1.2 Diffusion  

Les mesures de tractographie de la microstructure du corps calleux à 6 et 9 mois sont en 

ou s d’a al se. A  ois, il ’  a pas de diff e e e t e les g oupes pou  le olu e de fi es 

p= , , l’a isot opie f a tio elle p= ,  et la diffusi it  o e e p= ,  (Figure 30).  

Figure 29 : Volume des gio s d’i t t pa  région et pa  te ps d’e positio  à l’al ool. Bleu groupe 
contrôle, orange groupe alcool, rouge groupe abstinence 
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 Niveau  d’al ool sa gui  

Pou  esu e  les i eau  d’al ool sa gui  des sou is, ous a o s p le  leu  sa g ap s 

le p oto ole d’i age ie ale, à des heu es diff e tes de la jou e e t e h et h . 

La limite de détection du test est de 0,1 g/L. Une souris sur les six échantillons du groupe 

ALCOOL à 6 mois présente une éthylèmie supérieure au seuil de détection (0,35g/L) et une 

sou is su  les sept ha tillo s à  ois , g/L . Au u  des aut es ha tillo s ’ tait 

sup ieu  à , g/L d’al ool do es o  p se t es . 

A 

B 

Figure 30 : Paramètres de microstructure de substance blanche du corps calleux par groupe à 12 mois 

d’e positio  à l’al ool. A) Image représentative de la reconstruction du corps calleux ; B) Volume, anisotropie 
fractionnelle et diffusivité moyenne.  Bleu ; groupe contrôle, orange ; groupe alcool, rouge ; groupe abstinence 
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 Enzymes hépatiques  

Nous ’a o s pas t ou  de diff e e au i eau des e z es h patiques sanguines 

ASAT, ALAT ou le atio ASAT/ALAT  e t e les g oupes, uel ue soit le te ps d’e positio  

(Figure 31). 

 Cytokines circulantes  

Su  les  toki es, au u e ’a o t  de diff e e e t e les g oupes 

s st ati ue e t au  t ois te ps de l’ tude, ais  d’e t e elles o t o t  des diff e es 

e t e les g oupes à e tai s te ps d’e positio  à l’al ool eau pou  CONTROLE ; Figure 32 A-

H). Plus précisément, le taux de CXCL1 est significativement plus élevé seulement dans le 

groupe ABSTINENCE compar  au g oupe CONTROLE à  ois d’e positio  à l’al ool eau pou  

CONTROLES ; Figure 32 A). Les taux de CCL2 et IL10 sont significativement plus bas dans le 

groupe ABSTINENCE comparé au groupe CONTROLE à  ois d’e positio  à l’al ool eau pou  

CONTROLES ; Figure 32 B-C . E fi , à  ois d’e positio  à l’al ool eau pou  CONTROLE , les 

tau  d’IL-2, IL-5, IL-9, IL-13 et IL-1A sont significativement plus élevés dans le groupe 

ABSTINENCE comparé au groupe CONTROLE (Figure 32 D-H) et le taux d’IL-12 p40 est plus 

élevé dans le groupe ALCOOL comparé au groupe ABSTINENCE (figure 32 I). 

 

 

Figure 31 : Taux sanguins des enzymes hépatiques par mesure et pa  te ps d’e positio  à l’al ool. Bleu groupe 
contrôle, orange groupe alcool, rouge groupe abstinence. 



 
72 ETUDE 1 – Résultats 

 Immunohistochimie  

Ne sont présentés ici que les résultats après 6 mois d’e positio  à l’al ool eau pou  

CONTROLE) ; les sultats au  aut es te ps de l’ tude sont encore e  ou s d’a al se. 

5.1 Immunohistochimie cérébrale 

Les cerveaux ont été co-marqués avec un marqueur astrocytaire (GFAP), un marqueur 

de la microglie (Iba1) et un marqueur lysosomal (CD68 ; caractéristique des phénomènes de 

phagocytose microgliaux). Au vu des résultats comportementaux montrant des déficits de 

mémoire spatiale dès 6 mois, nous avons décidé de commencer nos analyses au niveau de 

Figure 32 : Altérations significatives dans le taux des cytokines plasmatiques par cytokine et par temps 

d’e positio  à l’al ool. Bleu groupe contrôle, orange groupe alcool, rouge groupe abstinence. ANOVA de Kruskall-Wallis, 
suivie d’u  Du ’s test, *p< ,  
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l’hippo a pe ; les aut es gio s d’i t t o te  et corps calleux) sont encore en cours 

d’a al se. 

Nous ’a o s pas o se  de différence significative entre les groupes dans 

l’hippo a pe pou  l’ai e des astrocytes (Figure 33 A-B), ni dans le nombre de cellules 

microgliales (Figure 33 C-D) ou le nombre de cellules double-positives pour Iba1 et CD68 

(Figure 33 E). Nous avons cependant observé une modification morphologique dans la 

microglie double-positive pour Iba1 et CD68 dans le groupe ALCOOL, avec une perte du 

nombre de prolongements sortant du soma et montrant plutôt une morphologie amiboïde 

(Figure 33 F). Des analyses supplémentaires sont en cours pour quantifier le nombre des 

cellules microgliales amiboïdes dans chaque groupe.  

Figure 33 : Ast o tes et i oglie da s l’hippo a pe da s les g oupes o t ôle, al ool et a sti e e 
ap s  ois d’e positio  à l’al ool eau pou  les o t ôles . A, C et E : Qua tifi atio  de l’ai e a u e pa  les 
astrocytes (A), du nombre de cellules Iba1+ (C) et du pourcentage de cellules double-positives pour Iba1+ et CD68+ 
(sur le nombre de cellules Iba1+ (E). B, D et F : Microphotographies représentatives du marquages astrocytaire (B) 
de la microglie et de CD68 (D) et grossissement sur la morphologie d’u e ellule i ogliale a u e à I a  ET à 
CD  F . Ba e d’ helle µ . Bleu g oupe o t ôle, o a ge g oupe al ool, ouge g oupe a sti e e. 
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Nous avons aussi marqué les cerveaux avec un marqueur de neutrophiles (LY6G). 

Au u e i filt atio  de eut ophile ’a t  d te t e da s les  g oupes Do es o  

présentées). 

5.2 Immunohistochimie hépatique 

Les foies ont été co-marqués avec un marqueur des macrophages (CD68), un marqueur 

des neutrophiles (LY6G) et un marqueur des vaisseaux (Col-IV). Dans le groupe ALCOOL, le 

nombre de macrophages était significativement plus élevé que dans le groupe CONTROLE 

(Figure 34 A, B). De manière intéressante, le nombre de neutrophiles était significativement 

plus élevé dans le groupe ABSTINENCE comparé au groupe CONTROLE (Figure 34 C, D).  

 

Les cellules étoilées hépatiques ont également été marquées (GFAP) ; les analyses sont 

actuellement en cours.  

Figure 34 : Quantification du nombre de macrophages et infiltration de neutrophiles au niveau hépatique 

ap s  ois d’e positio  à l’al ool. A) et B) Augmentation significative des macrophages hépatiques dans le groupe 
alcool comparé au contrôle et microphotographies représentatives. C) et D) Infiltration des neutrophiles au niveau 
hépatique significative dans le groupe abstinence comparé au groupe contrôle et microphotographies 
ep se tatives. Les fl hes poi te t ve s les eut ophiles i filt s. Ba e d’ helle µ . Bleu g oupe o t ôle, 

orange groupe alcool, rouge groupe abstinence 
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IV. PROTOCOLE MINOCYCLINE  

Le ut de ette e p ie e tait de d te i e  si l’ad i ist atio  d’u e ol ule 

capable de bloquer la neuroinflammation induite pa  la o so atio  h o i ue d’al ool 

pourrait prévenir les déficits comportementaux et/ou biologiques observés chez les souris 

e pos es à l’al ool de a i e h o i ue. Puis ue les sultats p de ts o t o t  

l’appa itio  des p e ie s d fi its de oi e à  ois d’e positio  à l’al ool, ous a o s 

choisi de commencer le traitement à la minocycline au bout de 5 mois de consommation 

d’al ool.  

Nous avons observé une perte de poids significative chez les souris des groupes MINO-

chronique, ue e soit da s les g oupes de sou is e pos es à l’al ool ou à l’eau (Figure 35 A-

B).   

 Évaluation comportementale  

Co e les sou is e pos es à l’al ool pe da t  ois p se taie t des d fi its de 

mémoire évalués par le Y-Maze, nous avons choisi d’utilise  cette épreuve après le traitement 

à la i o li e. E  o pl e t, ous a o s test  l’a ti it  locomotrice globale et plus fine 

Figure 35 : Suivi du poids des souris pendant le protocole de traitement à la minocycline. A) Souris 
exposées à l’al ool et B  e pos es à l’eau pe da t  ois. Rose pâle et vert pâle : véhicule (sérum physiologique), 
orange et vert : 15 jours de véhicule (sérum physiologique) et 2 jours de minocycline (30mg/kg), Rouge et vert 
foncé : minocycline chronique 30mg/kg. *p<0,05 entre le premier et le dernier jour, Sidak test. 
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a e  l’open field et la pout e d’ uili e ui ’o t pas l  de diff e e e t e les g oupes 

lors de ce nouveau protocole (données non présentées).  

Chez les sou is e pos es à l’eau, le t aite e t à la i o li e h o i ue ’a pas alt  

leurs capacités à discriminer le nouveau bras (Groupe MINO chronique, Figure 36). 

Cependant, les souris MINO-aigu ne discriminaient pas le nouveau bras du labyrinthe par 

rapport à la chance, ceci pouvant être expliqué par le faible effectif (animaux exclus du test 

selo  les it es d’e lusio  et sa distribution (Figure 36).  

Chez les sou is e pos es à l’al ool, les sou is des groupes VEHICULE et MINO-aigu 

parvenaient à discriminer le nouveau bras comparé au seuil de chance, contrairement aux 

souris du groupe MINO-chronique (Figure 36). 

Figure 36 : Discrimination du nouveau bras comparé au seuil de chance (33,33%, ligne en pointillés) 

dans le test du Y maze. Vert pâle et rose pâle : véhicule (sérum physiologique); vert clair et orange : minocycline 
aigüe (15 jours de véhicule et 2 jours de minocycline 30mg/kg) ; vert foncé et rouge : minocycline 
chronique 30mg/kg. # p<0,05 Wilcoxon-signed ranked test comparé au seuil de chance (33,33%). 
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 Impact de la i o li e su  la o so atio  volo tai e d’al ool  

Les sou is e pos es à l’al ool o t t  ises en cages individuelles et un deuxième 

i e o  o te a t de l’eau a été is à dispositio  e  pa all le de elui o te a t de l’al ool. 

A e  ot e p oto ole d’alcoolisation, les souris o ti ue t à oi e de l’al ool de a i e 

olo tai e e ua d u e outeille d’eau est dispo i le groupe alcool-véhicule représenté 

avec un tracé rose pâle, Figure 37 A). De manière intéressante, cette consommation 

olo tai e d’alcool diminue de manière significative à partir du 17ème jour quand on administre 

la minocycline (que ce soit de manière aigüe ou chronique ; Figure 37 A).   

Co e a t la o so atio  d’eau, les souris du groupe alcool-véhicule augmentent 

spontanément leur consommation au bout de 13 jours de « free-choice ». Le traitement à la 

minocycline (que ce soit aigu ou chronique) écourte ce temps de plus de la moitié, puisque 

ces souris augmentent leur co so atio  d’eau à pa ti  du e e jou  ap s a oi  a s à 

l’eau (Figure 37 B).  

La consommation totale de liquide était augmentée au 6e jour dans le groupe MINO-

chronique puis retrouvait dès le 10e jour un niveau identique au 4e jour (Données non 

présentées). 

 

Figure 37 : Suivi de la o so atio  des oisso s des sou is ap s  ois d’e positio  à l’al ool et t aite e t à la 
minocycline. Co so atio  d’al ool A  et d’eau B  pa  L pa  jou  et pa  a i al N=  pou  les g oupes i o li e et 
N=9 pour le groupe véhicule). *p<0,05 #p<0,1 comparé au J4, Two-way ANOVA puis post hoc Dunnett test. Rose pale : 
véhicule, orange : minocycline aigüe (15 jours de véhicule et 2 jours de minocycline 30mg/kg) ; rouge : minocycline 
chronique 30mg/kg. 



 
78 ETUDE 1 – Discussion 

Dis ussio  
 

 

Les sultats de ette tude lo gitudi ale o t o t  ue l’e positio  h o i ue à 

l’al ool p o o uait un déficit de mémoire spatiale appa aissa t à  ois d’e positio  à 

l’al ool, ainsi que des d fi its d’ uili e et coordination au bout de 9 mois. Ces déficits 

comportementaux n’ taie t pas associés à des altérations détectables en IRM (ni 

macrostructurale en volumétrie ni microstructurale concernant l’intégrité des fibres du corps 

calleux). Les niveaux des cytokines circulantes ont montré quelques altérations chez les 

a i au  e pos s à l’al ool. De plus, nous avons observé une activation microgliale dans 

l’hippo a pe et u e i fla atio  h pati ue à partir de  ois d’e positio  à l’al ool. Les 

e z es h pati ues esu es ’o t pas o t  d’alt atio  sig ifi ati e. Le traitement à la 

i o li e i la t l’i hi itio  de l’a ti ation microgliale) n’a pas montré de bénéfice dans 

l’a lio atio  des d fi its de oi e ais a permis de réduire significativement la 

o so atio  olo tai e d’al ool. 

 

Atteintes comportementales 

Nos résultats concernant le déficit cognitif en mémoire spatiale observé au bout de 6 

ois d’e positio  à l’al ool sont en accord avec une étude récente (Wang et al., 2018). 

L’attei te de la oi e spatiale pou ait t e aus e pa  u e ul a ilit  de l’hippo a pe 

et du o te  f o tal à l’al ool (Nunes et al., 2019). Ainsi, il a été décrit chez le rat que 5 mois 

d’e positio  à l’al ool % /  i duisaie t u e at ophie du o te  f o tal et des d fi its de 

mémoire (Savage et al., 2000). Il a gale e t t  o t  ue  se ai es d’e positio  à 

l’al ool pou aie t i dui e des alt atio s de la plasti it  ale au i eau de l’hippo a pe 

(Stragier et al., 2015).  

Nos résultats ont montré que l’ uili e tait gale e t affe t  à pa ti  de  ois. Une 

étude chez la souris utilisant le e ode d’e positio  ue dans notre expérience (10% 

d’al ool /  ad libitum  a d it u e attei te de l’ uili e et de la oo di ation fine par test 

du ota od p se te d s  ois d’e positio  à l’al ool et asso i e à u e pe te de ellules de 

Purkinje au niveau cérébelleux (Mitra & Nagaraja, 2008). Nous e et ou o s pas d’attei te 

de l’ uili e a a t  ois, le test et les esu es ue ous utiliso s ta t peut t e oi s 



 

 

79 ETUDE 1 –Discussion 

sensibles ou sp ifi ue ue da s l’ tude p de te (Mitra & Nagaraja, 2008). La perte 

ellulai e e e elleuse a aussi t  et ou e a o pag e d’u e du tio  du o te  

elleu  hez des sou is ap s  ois d’e positio  à l’al ool % /  ad libitum ; Zhu et al., 

2011). Bien que le volume du e elet e soit pas affe t  pa  l’e positio  à l’al ool da s ot e 

tude, il se ait i t essa t d’e plo e  les attei tes ellulai es au i eau elleu  pou a t 

expliquer l’alt atio  de l’ uili e. Quel ue soit le te ps d’e positio , la o so ation 

h o i ue d’al ool ’e t ai ait pas d’a i t , i d’alt atio s de la oi e otio elle ou 

de l’a ti it  ot i e glo ale. Les sultats de la litt atu e su  l’a ti it  ot i e et l’a i t  

ap s l’e positio  h o i ue à l’al ool so t h t og es et souvent très dépendants du mode 

d’e positio , de la du e et de la dose d’al ool ad i ist e (Kliethermes, 2005; Wscieklica et 

al., 2016; Hansen et al., 2017). Ainsi, par exemple, de fortes doses peuvent entrainer un effet 

sédatif et induire une hypoactivité.  

 

Atteintes cérébrales structurales 

Globalement, nos résultats montrent que les atteintes cérébrales induites par 6 mois 

d’e positio  à l’al ool este t od es. Da s le p oto ole d’i age ie, ous ’a o s pas 

o se  d’attei tes ales olu étriques (ni en imagerie de diffusion mais avec des 

résultats analysés à 12 mois uniquement) pouvant expliquer les déficits cognitifs et moteurs 

p se ts d s  ois d’e positio  à l’al ool. Ces d fi its pou aie t alo s t e e pli u s pa  u e 

part inflammatoi e, ale et/ou p iph i ue, i isi le a e  les thodes d’i age ie 

utilisée dans cette étude D’Mello & S ai , ; Zhao et al., 2013; Yang et al., 2014; Crews 

& Vetreno, 2016; Erickson et al., 2019).  

 

Inflammation cérébrale et hépatique 

Des analyses immunohistochimiques ont donc été réalisées pour étudier le nombre (et, 

le cas échéant, la morphologie) des astrocytes, cellules microgliales, et neutrophiles dans 

l’hippo a pe au out de  ois d’e positio  à l’al ool. D’aut es a al ses se o t alis es au 

i eau du o te  al et du o ps alleu  à  et  ois d’e positio  à l’al ool. 

Au niveau cérébral, à  ois d’e positio  à l’al ool, ous ’a o s pas t ou  de 

différence significative e te les sou is e pos es à l’al ool et les sou is o t les o e a t le 

o e de ellules i ogliales et d’ast o tes au i eau de l’hippo a pe. Chez les sou is 

e pos es à l’al ool, il ’  a ait pas o  plus d’i filt atio  de eut ophiles au i eau ébral. 
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Cependant, dans ce groupe, la microglie positive au CD68 (Iba1+/CD68+) avait un phénotype 

a i oïde o  et ou  da s les aut es g oupes. Ces sultats, e o e e  ou s d’a al se, 

o fi e t eu  d’u e tude e te à la uelle j’ai pa ti ip , o t a t un priming 

i fla atoi e ap s  ois d’e positio  à l’al ool a a t is , e t e aut e, pa  u e a ti atio  

microgliale (Drieu et al., 2020 ; oi  a e e . L’a ti atio  i ogliale p o o ue u e li atio  

de cytokines pro inflammatoires et celles-ci ont été retrouvées post mortem au niveau 

cérébral chez des patients TUAL (He & Crews, 2008) ainsi que dans des modèles animaux (Qin 

et al., 2008). Cette activation microgliale pourrait donc expliquer les déficits de mémoire 

(Donzis & Tronson, 2014). 

Au niveau hépatique, ap s  ois d’e positio  à l’al ool, nous avons montré une 

réponse inflammatoire dans le groupe ALCOOL avec un nombre significativement plus 

important de cellules de Kupffer comparé au groupe contrôle. Dans de précédentes études, il 

a t  o t  u e aug e tatio  du o e de a ophages h pati ues suite à l’al oolisatio  

chronique (Karakucuk et al., 1989; Shiratori et al., 1989). De plus, l’al oolisatio  h o i ue 

induit une augmentation des taux de cytokines secrétées par les cellules de Kupffer 

(Kamimura & Tsukamoto, 1995; Lin et al., 1998), participant ainsi à la réaction inflammatoire. 

L’e se le de es sultats sugg e ait ue le foie se ait particulièrement sensible aux effets 

pro-i fla atoi es de l’al ool h o i ue et ue les attei tes h pati ues p de aie t elles 

du e eau, au oi s da s e od le d’e positio  à l’al ool.  

De manière intéressante, dans le groupe ABSTINENCE, au niveau hépatique, nous avons 

trouvé un nombre de neutrophiles infiltrés significativement plus important que dans les 

groupes CONTROLE et ALCOOL, ce qui suggère une sensibilité inflammatoire supérieure après 

l’a t o  p og essif de la o so atio  d’al ool, pou a t t e dû à u  effet résiduel du 

se age. L’a ti atio  des ellules de Kupffe  da s la po se i fla atoi e peut i dui e 

l’i filt atio  de eut ophiles et fi ale e t ause  u e attei te h pati ue plus i po ta te 

(Zeng et al., 2016). E  effet, l’u  des a ueu s de l’h patite al ooli ue est l’i filt atio  de 

neutrophiles (Jaeschke, 2002). Cependant, il a été proposé récemment que cette infiltration 

de neutrophiles contribuait à la réponse inflammatoire aigüe avec un rôle anti inflammatoire 

sur les cellules de Kupffer et les cellules étoilées hépatiques (Calvente et al., 2019). Les cellules 

étoilées hépatiques sont aussi des acteurs majeurs dans la réponse inflammatoire par la 

sécrétion de cytokines ainsi que dans la fibrose par la sécrétion de composants de la matrice 

extracellulaire (Louvet & Mathurin, 2015; Koyama & Brenner, 2017).  
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Concernant les cytokines circulantes, en accord avec les résultats sur l’i fla atio  

hépatique, à pa ti  de  ois d’e positio  à l’al ool, et jus u’à  ois d’e positio  à l’al ool, 

le taux de certaines cytokines périphériques est supérieur dans le groupe ABSTINENCE 

comparé au groupe CONTROLE. Les sevrages répétés semblent donc entrainer une 

i fla atio  p iph i ue plus i po ta te ue l’al oolisatio  h o i ue, ui peut s’e pli ue  

par un effet per se du se age, e s’il est as pto ati ue da s ot e od le (Achur et 

al., 2010). Les toki es i ula tes so t alt es lo s de la o so atio  h o i ue d’al ool 

da s les od les a i au  e  asso iatio  à la p se e d’i fla atio  h pati ue (Achur et 

al., 2010). L’i filt atio  de eut ophiles et l’i fla atio  h pati ue so t aussi plus 

importantes dans le groupe ABSTINENCE à  ois d’e positio  à l’al ool comparé au groupe 

CONTROLE. Le nombre des cytokines augmentées dans le groupe ABSTINENCE est le plus 

i po ta t ap s  ois d’e positio  à l’al ool, sugg a t u e agg a atio  de l’i fla atio  

a e  le te ps d’e positio  à l’al ool et le o e d’ pisodes d’a sti e e. Il est i po ta t de 

souligner que dans notre étude, les animaux ne sont pas hébergés dans une animalerie « 

specific pathogen free », pouvant produire un niveau inflammatoire basal, chez les animaux 

o t les ou e pos s à l’al ool mais exacerbé chez les animaux exposés à des sevrages 

répétés. D’aut es sou es d’i fla atio  age ts pathog es e a t de l’ai  ou d’aut es 

a i au  pou aie t as ue  u e i fla atio  li e à l’e positio  h o i ue à l’al ool 

concernant certaines cytokines. 

 

Effet de la minocycline 

Nous avons utilisé la minocycline pour ses propriétés neuroprotectrices et anti-

i fla atoi es a tio  i hi it i e de l’a ti atio  i ogliale, sécrétion de cytokines, 

expression des récepteur TLR ; Yrjänheikki et al., 1998; Wu et al., 2002; Garrido-Mesa et al., 

2013). E  effet, l’a ti atio  i ogliale hippo a pi ue peut t e e  pa tie la ause des d fi its 

de mémoire chez la souris après injection de LPS (Tanaka et al., 2006). De plus, l’ad i ist atio  

de i o li e di i ue la s tio  de toki es p o i fla atoi es et l’a ti atio  i ogliale 

p o o u es pa  le LPS, ota e t au i eau de l’hippo a pe (Henry et al., 2008).  

Les résultats du protocole minocycline sont intéressants mais nécessitent des 

expériences supplémentaires. Tout d’a o d, l’ad i ist atio  de i o li e aussi ie  aigüe 

ue h o i ue  a u  effet fi ue su  la o so atio  spo ta e d’al ool, puis ue les 

sou is a te t d’elles- es leu  o so atio  d’al ool alo s ue les sou is du g oupe 
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VEHICULE conti ue t de oi e de l’al ool spo ta e t . Ces sultats so t e  a o d a e  

de précédentes études o t a t l’i t t d’utilise  des a ti-inflammatoires dans le traitement 

du TUAL (Agrawal et al., 2011; Lainiola & Linden, 2017). 

De a i e i t essa te et à l’e o t e des sultats atte dus (Choi et al., 2007; Budni 

et al., 2016; Garcez et al., 2017), ous a o s o se , hez les sou is e pos es à l’al ool 

t ait es à la i o li e de faço  h o i ue, o  pas u  effet fi ue de l’i hi itio  de 

l’a ti atio  i ogliale ais, au o t ai e, u  effet délétère sur les performances cognitives 

des animaux. Ces résultats suggèrent que la neuroinflammation serait un mécanisme 

eu op ote teu  is e  pla e pou  o t e  les effets d l t es de l’e positio  h o i ue à 

l’al ool. Plusieu s tudes o t p opos  ue l’a ti atio  i ogliale est essai e da s  les 

processus de neuroprotection et de régénération axonale (Wainwright et al., 2009; Shokouhi 

et al., 2010). 

Les résultats des souris du groupe ALCOOL-VEHICULE, qui ont reçu une injection de 

sérum physiologique pendant 17 jours, sont surprenants puis ue les sou is ’o t pas o t  

les déficits de mémoire attendus par rapport à ceux observé dans le protocole 

comportemental où les sou is so t e pos es à l’al ool pendant la même durée mais sans 

sérum physiologique. Ces résultats paradoxaux suggèreraient que les atteintes de mémoire 

observées à 6 mois pourraient être dues à un phénomène de déshydratation chronique. 

Plusieu s a gu e ts o t toutefois à l’e o t e de ette hypothèse : (i) la pesée des animaux 

e a pas da s le se s d’u e d sh d atatio  a  les poids so t si ilai es e t e les sou is 

e pos es à l’al ool et les sou is o t les (données du protocole expérimental ; Figure 22). (ii) 

Le groupe alcool-minocycline chronique reçoit le même volume de sérum physiologique (en 

tant que véhicule de la minocycline) que le groupe alcool-véhicule et montre pourtant des 

d fi its de oi e. U e h poth se se ait ue la h d atatio  sa s l’a ti atio  i ogliale 

(qui apparait lo s de la o so atio  h o i ue d’al ool et au ait t  lo u e 

h o i ue e t pa  la i o li e da s e g oupe  ’est pas suffisa te pou  a lio e  les 

déficits de mémoire. Des expériences supplémentaires sont prévues pour mieux comprendre 

les relations entre déshydratation, activation microgliale et déficits cognitives induits par 

l’al ool. 
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Conclusion 

L’e se le de es sultats a da s le se s d’u e o u i atio  e t e le foie et la i ulatio  

sanguine dans la réponse inflammatoire, qui pourrait aussi atteindre le système nerveux 

central (Leclercq et al., 2017). Le microbiote intestinal pourrait aussi jouer un rôle clé dans le 

d eloppe e t de l’i fla atio  h pati ue, l’e positio  à l’al ool fa o isa t ota e t la 

translocation de produits bactériens (et de LPS) au foie par la veine porte (Leclercq et al., 

2017). 
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ETUDE  
 

R le de l’i fla atio  da s les attei tes cérébrales 

aus es pa  l’al ool : une étude translationnelle 

 

Malg  les o euses tudes fo alis es su  les effets de l’al ool su  le e eau ou le 

foie, peu d’ tudes o t e a i  de manière simultanée les liens entre fonctionnement 

hépatique et atteintes cérébrales dans le TUAL e  deho s de l’e phalopathie h pati ue. 

Chez des patients TUAL non-cirrhotiques, les liens entre un taux sa gui  d’e z es 

hépatiques (GGT) anormal et des atrophies cérébrales ont été décrits, au niveau du volume 

global cérébral et du volume des substances grise et blanche (Junghanns, 2004; Chen et al., 

2012), ainsi que spécifiquement au niveau des lobes pariétal et occipital (De Bruin et al., 2012). 

Cependant, Pfefferbaum et collaborateurs (Pfefferbaum et al., 2004) ne sont pas parvenus à 

reproduire ces résultats a e  le e t pe d’a al se e  gio s d’i t t. Les tau  le s de 

GGT ont aussi été associés à des troubles cognitifs (Junghanns, 2004). Récemment, il a été 

o t  u’un dysfonctionnement hépatique (fibrose) est un facteur de risque de 

développement de troubles exécutifs et moteurs chez des patients TUAL (Ritz et al., 2016). 

Les modèles animaux permettent de mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques 

notamment i fla atoi es de l’ helle ol ulai e à o po te e tales.  

Da s ette tude, ous a o s d’u e pa t e a i  les attei tes ales et h pati ues 

et leu s lie s a e  l’i fla atio  esu e pa  les toki es i ula tes hez les patie ts TUAL 

no  i hoti ues. D’aut e pa t, ous a o s e plo  les alt atio s st u tu ales ales ai si 

que les réponses inflammatoires au niveau cérébral et hépatique dans un modèle animal 

validé de TUAL, les sardinian preferring rats (sP rats). 

Nous avons observé que le niveau de fibrose hépatique est lié au volume des putamen 

et que le taux de cytokines périphérique est également associé au volume cérébral chez les 

patie ts TUAL, e  fa eu  d’u  le de l’i fla atio  p iph i ue da s les attei tes 

cérébrales de ces patients. Dans le modèle animal, nous avons montré que les atteintes 

ales o espo daie t à elles des patie ts TUAL et s’o se aie t e  pa all le à u e 

réponse inflammatoire aux niveaux cérébral et hépatique. 
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Abstract 

Brain abnormalities observed in AUD (Alcohol Use Disorder) are highly heterogeneous 

in nature and severity, possibly because chronic alcohol consumption also affects peripheral 

organs leading to comorbidities that can result in exacerbated brain alterations. Despite 

numerous studies focusing on the effects of alcohol on the brain or liver, few studies have 

simultaneously examined liver function and brain damage in AUD, and even fewer investigated 

the relationship between them except in hepatic encephalopathy. And yet, liver dysfunction 

may be a risk factor for the development of alcohol-related neuropsychological deficits and 

brain damage well before the development of liver cirrhosis and potentially through 

inflammatory responses. The use of animal models enables a better understanding of the 

pathophysiological mechanisms underlying liver-brain relationships in AUD, and more 

particularly of the inflammatory response at the tissue, cerebral and hepatic levels. 

The objective of this translational study was to investigate, both in AUD patients and in 

a validated animal model of AUD, the links between peripheral inflammation, liver damage 

and brain alterations. To do this, we conducted in vivo neuroimaging examination and 

biological measures to evaluate liver fibrosis and peripheral cytokines in AUD patients. In 

Sardinian-preferring (sP) rats, we carried out ex vivo neuroimaging examination and 

immunohistochemistry to evaluate brain and liver inflammatory responses. 

In recently abstinent and non-cirrhotic AUD patients, the level of circulating 

proinflammatory cytokines correlated with regional brain volumes and liver fibrosis. In sP rats, 

we found macrostructural brain damage and microstructural white matter abnormalities similar 

to those found in AUD patients. In addition, in agreement with the results of peripheral 

inflammation observed in the patients, we revealed inflammatory responses in the brain and 

liver caused by chronic alcohol consumption. 
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Since the liver is the main source of cytokines in the human body, these results suggest a 

relationship between liver dysfunction and brain damage in AUD patients, even in the absence 

of major liver disease. These findings encourage considering new therapeutic strategies aiming 

at treating peripheric organs to limit alcohol-related brain damage. 
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INTRODUCTION 

Alcohol use disorder (AUD) is a chronic relapsing brain disease, which represents a major 

public health problem affecting millions of people around the world (Rehm et al., 2015).  The 

most recent version of the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-5) no 

more considers AUD as a categorical disease (abuse versus dependence, DSM-IV) but offers a 

dimensional approach with a spectrum of severity ranging from mild, moderate to severe AUD. 

DSM-5 also acknowledges alcohol-related neurocognitive disorders in agreement with the 

literature that frequently reports altered brain structure in AUD patients (Pitel et al., 2015). 

Chronic alcohol consumption is indeed associated with brain alterations that can be 

revealed in vivo by magnetic resonance imaging (MRI). In AUD patients, gray matter (GM) 

structural abnormalities can affect cortical and subcortical regions. The frontal cortex seems to 

be more sensitive to chronic and heavy alcohol consumption (Mackey et al., 2019), but 

shrinkage has also been observed in temporal, parieto-occipital cortex and in the cerebellum 

(Pitel et al., 2012). In subcortical regions, atrophy of the hippocampus (Wilson et al., 2017), 

mammillary bodies, cingulate cortex and thalami (Pitel et al., 2012; Segobin et al., 2019) have 

been reported. 

Regarding white matter (WM), MRI studies revealed a thinning of the corpus callosum 

(Pfefferbaum et al., 1996; Pitel et al., 2010). Diffusion tensor imaging (DTI) is a specific 

technique of MRI to explore noninvasively WM microstructure. Fractional anisotropy (FA) 

measures obtained with DTI reflects WM integrity (myelination or axonal integrity; Harper & 

Kril, 1988; Koike et al., 2001). DTI studies conducted in AUD patients have shown 

microstructural alterations in the fornix and corpus callosum (Pfefferbaum & Sullivan, 2005; 

Pfefferbaum et al., 2009; De Santis et al., 2019), even when the corpus callosum seemed to be 

normal according to structural MRI (Pfefferbaum et al., 2000; Pfefferbaum & Sullivan, 2002). 

While the profile of structural brain abnormalities is now relatively well described in AUD 
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patients, the physiopathology remains unclear and animal models are required to better 

understand the mechanisms leading to this pattern of brain damage. 

From a preclinical point of view, some studies have focused on neuroimaging after 

chronic alcohol consumption by using alcohol-preferring rats, genetically selected for high 

alcohol preference and consumption. These rats represent a good tool to study excessive alcohol 

consumption and alcohol seeking behavior (Colombo et al., 2006; Domi et al., 2019). These 

studies have shown ventricular expansion and hippocampus shrinkage (Pfefferbaum et al., 

2006a; Frischknecht et al., 2017), and recently a decrease in volume and FA in fiber tracts of 

the corpus callosum and fornix (De Santis et al., 2019) in alcohol-exposed rats compared to 

control. 

Brain abnormalities observed in AUD are highly heterogeneous in nature and severity, 

possibly because chronic alcohol consumption is also associated with damage of peripheral 

organs (digestive tract, liver, heart, pancreas, kidneys and lungs), which can result in 

exacerbated brain alterations (Leclercq et al., 2014; Ritz et al., 2016). Hepatic encephalopathy 

(HE) induced by chronic alcohol consumption is the extreme example of brain and liver 

interaction. But long before the development of a full-blown HE, altered liver function may 

affect brain structure and function. Ritz et al.’s results (2016) indicated that liver fibrosis may 

partially explain executive dysfunction in AUD patients without clinically detectable HE. In 

agreement, Junghanns et al. (2004) showed that the GGT level was related to mental flexibility 

abilities. These results indicate that liver dysfunction may predict the severity of executive 

impairments in AUD patients. The liver-brain communication pathway may involve peripheral 

inflammation with a release of cytokines that could contribute to neuroinflammation (Leclercq 

et al., 2014; D’Mello & Swain, 2017).  

Preclinical and human post-mortem studies have suggested that neuroinflammation could 

be one of the pathogenic processes leading to alcohol-induced brain damage (Qin et al., 2008), 
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with a pivotal role of microglial activation (Zhao et al., 2013; Montesinos et al., 2016; Alfonso-

Loeches et al., 2016). However, the study of neuroinflammation in AUD patients by positron 

emission tomography (PET) using TSPO ligand (used to evaluate microglial activation in vivo) 

has shown controversial results, with either lower or equal levels of neuroinflammation in AUD 

patients compared to controls (Kalk et al., 2017; Kim et al., 2018; Tyler et al., 2019). 

Circulating cytokines can be used to evaluate the inflammatory state in AUD patients. 

Cytokines are considered important mediators of the systemic-brain communication, as they 

can reach the central nervous system and induce neuroinflammation that is associated with 

changes in mood, cognition and drinking behavior (Leclercq et al., 2017 for review).  

The objectives of this translational study were to investigate, both in AUD patients and 

in alcohol-preferring rats, the links between peripheral inflammation, liver damages and brain 

alterations. To do this, we have examined a cohort of AUD patients and sardininan-preferring 

(sP) rats and analyzed (i) grey matter and white matter brain abnormalities, (ii) liver damage 

and (iii) peripheral cytokines levels.  

Our results show that alcohol provokes liver and brain inflammatory responses that are 

correlated with brain abnormalities in the absence of advanced liver damages in both AUD 

patients and alcohol-preferring sP rats chronically exposed to alcohol. 
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MATERIAL AND METHODS  

Clinical data 

Participants 

Forty-one participants were included in this study: 25 patients with AUD and 16 healthy 

controls (HC). None of them had a history of neurological pathology, endocrinal nor other 

infectious diseases, depression (assessed using the Beck Depression Inventory [BDI]; Beck et 

al., 1961) nor other forms of substance use disorder (except tobacco). All participants were 

informed about the study approved by the local ethics committee of Caen University Hospital 

(CPP Nord Ouest III, no. IDRCB: 2011‐A00495‐36) prior to their inclusion and provided their 

written informed consent.  

Clinicians recruited AUD patients while they were receiving withdrawal treatment as 

inpatients at Caen University Hospital. AUD patients met “alcohol dependence” criteria 

according to the DSM‐IV‐TR (American Psychiatric Association., 1994) and “AUD” criteria 

according to the DSM‐5 (American Psychological Association (APA), 2013) for at least 5 

years. At inclusion and evaluation, none of them presented physical symptoms of alcohol 

withdrawal as assessed by Cushman's scale (Cushman et al., 1985) and were under medication 

by benzodiazepines. Alcohol history of the AUD patients is described in Table 1. 

HC were recruited locally and to match the demographics of the AUD patients. They were 

interviewed with the Alcohol Use Disorders Identification Test (AUDIT) to ensure that they 

did not meet the criteria for alcohol abuse (AUDIT < 7 for men and <6 for women; Gache et 

al., 2005). None of the controls had a BDI score > 29 and a score <136 on the (Dementia Rating 

Scale, DRS-2; (Jurica, P. J., Leitten, C. L., & Mattis, 2001).  

AUD patients and HC were age‐, sex‐, and education‐matched (Table 1). 

Biological assessment 
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Blood samples were collected for all participants, either at inclusion (HC) or the day after 

admission to hospital (AUD) (24h) to ensure that patients were free from alcohol. For all 

participants, blood samples were collected when they were on an empty stomach. 

Liver function was assessed using the level of GGT and the ASAT/ALAT ratio (a ratio > 

1 suggested alcoholic liver disease (Halvorson et al., 1993)). We used the FibroMeter® for the 

non-invasive diagnosis of alcoholic liver fibrosis based on the measure of 4 blood markers: 

alpha 2-macroglobulin, platelets, prothrombin ratio and hyaluronic acid (Calès et al., 2005). 

This yielded a fibrosis score (ranging from 0 to 1) and a percentage of fibrosis area (ranging 

from 0 to 100%). 

Serum cytokines including tumor necrosis factor α (TNFα), interleukin-8 (IL-

8) monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1) and macrophage inflammatory protein 

1b (MIP-1b) were assayed in duplicate with a multiplex immunoassay (HCYTOMAG-60k, 

Merck Chemicals, Overijse, Belgium) and Luminex xMap technology (Bio-Rad Laboratories) 

following the manufacturer’s instructions 

 

Magnetic Resonance Imaging Data Acquisition 

Brain imaging examinations were conducted in 16 HC and 25 AUD patients.  

A high‐resolution T1‐weighted anatomical image was acquired for each subject on a 

Philips Achieva 3T scanner (Philips Healthcare/Philips Medical Systems International B.V., 

Eindhoven, the Netherlands) using a 3‐dimensional fast‐field echo sequence (sagittal; repetition 

time, 20 ms; echo time, 4.6 ms; flip angle, 10°; 180 slices; slice thickness: 1 mm; field of view, 

256 × 256 mm2; matrix, 256 × 256).  

Regarding diffusion tensor imaging (DTI), 70 slices (thickness: 2 mm, no gap) were 

acquired axially using a diffusion‐weighted imaging spin echo sequence (32 directions at b = 

1,000 s/mm2, repetition time = 10,000 ms, echo time = 82 ms, flip angle = 90°, field of view = 
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224 × 224 mm2, matrix = 112 × 112, and in‐plane resolution = 2 × 2 mm2; 1 no–diffusion‐

weighted image [DWI] at b = 0 s/mm2 was also acquired). 

 

Magnetic Resonance Imaging Data Processing 

The volumetric MRI data of gray and white matter were analyzed using the Statistical 

Parametric Mapping software (SPM12; Wellcome Department of Cognitive Neurology, 

Institute of Neurology, London, UK). Preprocessing steps included segmentation of the MRI 

data into GM, WM and CSF, and spatial normalization to the Montreal Neurological Institute 

(MNI) template (voxel size = 1.5 mm3, matrix = 121 × 145 × 121). The resulting images were 

smoothed by a Gaussian kernel of 8 mm full width at half maximum (FWHM). GM (and WM) 

measures reflect cerebral macrostructure and numerically corresponds to the mean GM (or 

WM) signal per unit volume for each significant cluster. 

The DTI data were first preprocessed to create fractional anisotropy (FA) images using 

the FSL Diffusion Toolbox (http://fsl.fmrib.ox.ac.uk/fsl/fslwiki/FDT) that is part of FSL 5.0 

toolbox for medical image analysis (Smith et al., 2004). Briefly, for each subject, the 32 DWIs 

were first corrected for distortions due to Eddy currents and aligned to the b = 0 s/mm2 image 

using rigid‐body registration for motion correction (Jenkinson et al., 2002). FA images were 

then created by fitting a tensor model to the diffusion images. Individual FA data were aligned 

into MNI space using the non-linear registration tool (FNIRT), which uses a b‐spline 

representation of the registration warp field (Rueckert, D. Sonoda, L.I. Hayes, C. Hill, D. Leach, 

M. Hawkes, 1999). The resulting FA maps were resliced to matrix size of 182 × 218 × 182 and 

voxel size of 1 mm3 and smoothed to 6 mm FWHM prior to voxel‐based statistical analyses. 

Numerically, FA values vary between 0 and 1. Generally, the higher the FA value, the better 

the microstructural integrity of the fiber within that voxel. FA is assumed to be a structural 
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biomarker that depicts white matter (WM) disruption involving myelin, cytoskeleton, and the 

axons’ microtubule system (Pfefferbaum et al., 2006b). 

A GM mask was obtained taking the unmodulated GM images of HC normalized to the 

MNI space, averaging them, and thresholding the resultant mean image at 0.5. We obtained a 

WM mask with the same procedure. The WM mask for DTI analysis was obtained by taking 

the FA maps of HC normalized to the MNI space, averaging them, and thresholding the 

resultant mean image at 0.3. The resulting GM and WM masks were applied, respectively, to 

GM and WM volumes and WM integrity data analyses. 

 

Statistical analysis 

Biological assessment of the AUD patients 

The normality of the distribution of the laboratory measures for the AL and HC groups 

was examined using the Shapiro-Wilk test. Mann-Whitney tests were then used to compare the 

two groups for measures of liver function and inflammatory cytokines. 

Pattern of Brain Alterations and Correlations with biological variables 

Voxel‐based t-tests were conducted in SPM12 to compare HC and AUD on GM volume, 

WM volume and WM integrity (FA values). Results are reported at p < 0.05 (FWE-corrected) 

and at p < 0.001 (uncorrected for multiple comparisons) with a minimal cluster size (k) of 60 

voxels (200 mm3),  

Voxel-based multiple linear regressions were then conducted in SPM12 to examine, in 

AUD patients, the relationships between GM volume, WM volume and WM integrity (FA 

values) on the one hand, and Fibrosis (score and area) and elevated levels of cytokines on the 

other hand. Results are reported at p < 0.001 (uncorrected for multiple comparisons) with a 

minimal cluster size (k) of 60 voxels (200 mm3). 
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Significant clusters of GM were labelled using the Harvard–Oxford cortical and 

subcortical structural atlases implemented in FSL 

(https://fsl.fmrib.ox.ac.uk/fsl/fslwiki/Atlases). WM regions and tracts were manually labelled 

using the MRI Atlas of Human White Matter (Oishi et al., 2011). 

 

Preclinical data 

Animal Subjects  

Experiments on sP rats were performed in the Istituto de Neuroscienze (National 

Research Council) of Cagliari, in accordance with the protocols validated by the Università 

Cattolica del Sacro Cuore of Rome Institutional Center of Experimental Research (No. 

7783/15‐CE) and approved by the Italian Ministry of Health (No. 724/2015‐PR). 

We used male, 95th‐generation sP rats that were approximately 75 days old at the start of 

the study. Rats were individually housed in standard plastic cages with wood chip bedding. 

Single‐cage housing started 15 days before exposure to alcohol. The animal facility was under 

an inverted 12:12‐hour light/dark cycle (lights on at 9:30 pm) at a constant temperature of 22 ± 

2°C and a relative humidity of approximately 60%. Regular food pellets (carbohydrate 46.3%, 

protein 18.5%, fiber 6.0%, and fat 3.0%—total metabolizable energy 2.67 kcal/g; 4RF21, 

Mucedola, Settimo Milanese, Italy) were always available. Of fatty acids composing the dietary 

fats provided with the diet, 0.5% were saturated, 0.5% monounsaturated, and 1.5% 

polyunsaturated (the majority of which [1.3% in total] were from soy oil). Despite higher 

percent of unsaturated fatty acids, the overall amount of fatty acids per gram of food was 

relatively low. Alcohol was offered under the standard, home‐cage 2‐bottle choice regimen 

between an EtOH solution (10% in tap water, v/v) and tap water with unlimited access for 24 

h/d. Under this procedure, sP rats tend to fraction their daily alcohol intake into 3 to 4 distinct 

episodes, rather regularly distributed over the dark phase of the light/dark cycle (Agabio et al., 
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1996). Corresponding with each of these drinking episodes, alcohol intake (i) peaks up to 1.5 

g/kg/h, (ii) results in psychopharmacologically relevant blood EtOH levels (50 to 100 mg/dl) 

(Agabio et al., 1996; Loi et al., 2014), and (iii) produces measurable behavioral effects, 

including anxiolysis (Colombo et al., 1995; Lobina et al., 2013).  

To minimize alcohol fluid spillage and evaporation, special drinking bottle spouts 

provided with an extremely small hole (0.8 mm diameter; Tecniplast, Buguggiate, Varese, Italy) 

were used. The left–right position of the 2 bottles was randomly interchanged to avoid the 

development of position preference. Alcohol and water intake were recorded once weekly. 

Alcohol-exposed rats (n = 6) were exposed to alcohol for 12 consecutive months. We chose the 

ad libitum “alcohol versus water” choice regimen to purposely mimicking the human condition 

of excessive alcohol consumption (i.e., exceeding 40 to 80 g/d) over an extended period of time 

(Addolorato et al., 2016). Conversely, control rats (n = 6) were exposed to 2 bottles containing 

tap water. 

Subsequently, rats were killed by guillotine. Heads (after removal of the skin and 

muscles) and liver samples were immediately fixed in a solution of 2% paraformaldehyde and 

0.2% picric acid phosphate buffer for 48h. Samples were then individually placed in 50mL 

falcon and rinsed with a solution of PBS with 20% sucrose followed by PBS with azide (0,01%) 

and stored at 4°C for further analysis. 

 

Ex vivo brain MRI acquisitions  

Imaging was carried out on a Pharmascan 7T/12 cm system using surface coils (Bruker, 

Germany). Anatomical images were acquired with high resolution sequence T2 RARE (Rapid 

acquisition with repetition enhancement) in 3D with the following parameters: TE 40 ms, TR 

4500ms, resolution 0.1x0.1x0.1 mm3, thickness 0.1 mm, field of view 3.2x3.2x2.56, 

acquisition time 3h50. DTI data were acquired with the following parameters: TR 3500 ms, TE 
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23 ms, 64 horizontal slices were planned for every subject (field of view = 32x32 mm2, in-

plane resolution = 0.2 x 0.2 mm2, slice thickness = 0.4 mm). 

 

MRI processing 

Volumetric analyses were performed using ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij), with 

manual delimitation of regions of interest (ROI) and automatic calculation of these regional 

areas. To correctly delimit ROIs, we used the Paxinos-Watson rat brain atlas (Paxinos & 

Watson, 2013). 

DTI analyses were conducted with the software DSI Studio (http://dsi-

studio.labsolver.org). For each subject, the following parameter maps were computed: 

fractional anisotropy (FA), mean diffusivity (MD), axial diffusivity (AD), radial diffusivity 

(RD). Whole brain tractography was calculated using a deterministic, tensor-based approach 

with the following parameters: FA>20 and angle threshold 45°. 

 

Immunohistochemistry 

Brain and liver portions were frozen in Tissue-Tek (Miles Scientifix, Naperville, IL, 

USA). Cryostat-cut sections (10µm) were collected on poly-lysine slides and stored at -80°C 

before processing. 

Sections were co-incubated overnight with goat anti-rat Iba1 (1:1000, abcam ab5076), , 

chicken anti-rat GFAP (1:2000, abcam ab4674), goat anti-rat collagen-IV (1:1000, Southern 

biotech 1340), rabbit anti-rat cleaved caspase 3 (1:1000, Cell signaling 9664-5), rabbit anti-rat 

myeloperoxidase (1:200, abcam ab9535). Primary antibodies were revealed using Fab’2 

fragments of donkey anti-goat linked to CY3 or FITC, anti-rabbit linked to CY3 or FITC, anti-

chicken linked to CY5 (1:600 Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA). Washed sections 

were coverslipped with antifade medium containing DAPI. Epifluorescence images were 
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digitally captured using a LEICA DM6000 epifluorescence microscope-coupled coolsnap 

camera, visualized with Leica MM AF 2.2.0 software (Molecular devices, USA) and further 

processed using ImageJ. Specificity controls were performed by not adding primary antibodies. 

Fluorojade C staining protocol was performed as previously described (Drieu et al, 2020).  

 

Statistical analysis  

Preclinical data were analyzed using Mann-Whitney’s tests to compare alcohol-exposed 

sP rats versus control (i.e., water-exposed) sP rats. P values <0.05 were considered statistically 

significant. 
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RESULTS 

Clinical data 

Pattern of Brain Alterations in AUD patients 

GM Volume 

Compared to HC, AUD patients had significantly lower GM volume in frontal and 

prefrontal areas, insula, lateral, and medial temporal cortices, cingulate and occipital cortices, 

but also in subcortical regions including the thalamus, putamen, and caudate nuclei, and in the 

cerebellum (p < 0.001, uncorrected, k = 60). These results remained significant after correction 

for multiple comparisons but with smaller cluster size (family‐wise error [FWE], p < 0.05; Fig. 

1D). 

WM Volume 

Compared to HC, AUD patients had significantly lower WM volume of the entire corpus 

callosum (genu, body and splenium), corona radiata, cingulum, thalamus, and cerebellum (p < 

0.001, uncorrected, k = 60). These results (except for the cerebellum) remained significant after 

correction for multiple comparisons but with smaller cluster size (family‐wise error [FWE], p 

< 0.05; Fig. 1D). 

WM integrity 

Compared to HC, AUD patients had significantly lower FA values in a large set of fibers 

including the corpus callosum, the anterior corona radiata, the anterior limb of the internal 

capsule, the cingulum, the middle cerebellar peduncle, and the fornix. These results remained 

significant after correction for multiple comparisons but with smaller cluster size (FWE, p < 

0.05; Fig. 1E). 

 Biological and inflammatory profiles of AUD 
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Compared to HC, AUD patients had liver dysfunction with elevated levels of GGT and 

higher ASAT/ALAT ratio (Fig1A).  Fibrometer analysis revealed liver fibrosis in AUD patients 

with higher fibrosis score and area compared to HC (Fig1B).  

AUD patients also had elevated levels of TNF and IL8 (respectively p=0.02 and p=0.009; 

Fig1C).  

Relationships between liver fibrosis and brain structure 

Significant negative correlations (p <0.001, uncorrected, k = 60) were found between the 

fibrosis score and grey matter volume in the putamen (Left and right) and cerebellum (lobules 

4-5 and the vermis) (Fig2A). A significant negative correlation (p <0.001, uncorrected, k = 60) 

was also found with the white matter volume in the angular gyrus and occipital cortices (Fig 

2B).  No significant positive correlation was found and there was no significant correlation 

between liver function and FA values. There was no significant correlation between fibrosis 

area and brain structure.  

Relationships between circulating cytokines, brain structure and liver function 

Given the fact that only the levels of IL8 and TNF were elevated in AUD compared with 

HC, we conducted correlations between brain structure and these cytokines only.  

A significant negative correlation (p <0.001, uncorrected, k = 60) was found between IL8 

levels and grey matter volume in the orbitofrontal region (Fig 2C). No significant positive 

correlation was found. Significant positive correlations (p <0.001, uncorrected, k = 60) were 

found between TNF levels and grey matter volume in the prefrontal and temporal cortices and 

in the cerebellum (Fig 2C). No significant negative correlation was found. There was no 

significant correlation between these cytokines and WM volume and integrity. 

We found a positive correlation between IL8 levels and fibrosis score (r=0,64; p=0,006) 

and fibrosis area (r=0,73; p<0,001; data not shown). 
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Preclinical data 

Alcohol consumption 

After 12 months of alcohol exposure, weekly alcohol intake was 36 g/kg [range: 32-44] 

that corresponds to a daily intake of approximately 5g/kg [range: 4.6-6.3] of ethanol as 

previously described (Colombo et al. 2006). 

Impact of 12 months alcohol exposure on brain structure 

The entire corpus callosum (genu, body, splenium) had significantly smaller volume in 

alcohol-exposed rats compared to control rats (p=0.031; Fig. 3C). There was no difference of 

volume in other brain regions (hippocampus, cerebellum, and total brain volume; Fig 3D).  

Region-based tractography revealed microstructural alterations of the corpus callosum 

and fornix in alcohol-exposed rats compared to control rats. Fibers volume of the entire corpus 

callosum and more precisely in the body and splenium was significantly lower in alcohol-

exposed rats compared to control rats (Fig 4B; F; G). Fractional anisotropy (FA) in the genu of 

the corpus callosum was decreased in alcohol-exposed rats, although the difference did not 

reach statistical significance (p=0.06; Fig 4D). In the fornix, the volume of fibers was 

significantly lower in alcohol-exposed rats (p=0.004) and there was a trend for a higher of 

medial diffusivity (MD) (p=0.08; Fig 4J). 

Impact of 12 months alcohol exposure on brain inflammation 

We measured microglial (Iba1+ staining, Fig. 5A) and astrocytic (GFAP+ staining, Fig. 

5E) density in the corpus callosum, cortex and hippocampus by immunohistochemistry (IHC). 

The density of microglial cells (Iba1+ cells) was significantly higher in alcohol-exposed rats in 

all these regions (Fig 5B). The number of GFAP+ cells was also higher in alcohol-exposed rats. 

In the cortex and the hippocampus, the difference was statistically significant (p<0.05; Fig 5F); 

only a trend was found in the corpus callosum (p<0.1; Fig 5F). 
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Fluorojade C staining and caspase 3 did not reveal any neurodegenerescence and 

apoptosis in alcohol-exposed and control rats (data not shown).  

Impact of 12 months alcohol exposure on liver inflammation 

We measured the number of Kupffer cells (resident macrophages in the liver) (Iba 1+ 

cells; Fig 6A) and of hepatic stellate cells (GFAP+ cells; Fig 6C). We found a higher number of 

Kupffer cells in the liver of alcohol-exposed rats compared to control rats (p<0.05; Fig 6B).  

The number of hepatic stellate cells (HSC) (main effectors of liver fibrosis) was similar 

in both groups (Fig 6D). However, the morphology of HSC was different in the two conditions: 

control rats showed ramified HSC cells (corresponding to a quiescent phenotype), whereas 

alcohol-exposed rats showed more ameboid HSC, suggestive of activated HSC (Fig 6D). When 

cells were ramified there was no difference in the number of ramifications per cell (Fig 6D).  

Hematoxylin & Eosin staining revealed no major difference in the liver structure and 

indicated an absence of fibrosis, steatosis or neutrophil infiltration (Supplementary Fig. 1). 
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Discussion  

The objective of the present study was to gain a better understanding of the contribution 

of inflammation and liver fibrosis to alcohol-related cerebral damages. The main novelty was 

to use a translational approach including a biological and neuroimaging investigation of AUD 

patients as well as an ex-vivo imaging and immunohistological examination of sP rats.  

 

Brain and liver abnormalities, and systemic inflammation in AUD patients 

In accordance with previous studies, we showed that AUD patients had macrostructural 

brain abnormalities in both GM and WM in cortical and subcortical regions (Pitel et al., 2012; 

Segobin et al., 2019). We also found widespread microstructural alterations in AUD patients 

consistent with recent investigations (Segobin et al., 2019; De Santis et al., 2019). Even in the 

absence of cirrhosis, AUD patients had alcohol-related liver dysfunction (Mancinelli & 

Ceccanti, 2009; Ritz et al., 2016).  

Regarding inflammation, we did not find any difference in the circulating levels of the 

proinflammatory cytokines MCP-1 and MIP-1b between controls and AUD patients, in contrast 

to previous studies (Afford et al., 1998; Fisher et al., 1999; Leach et al., 2016; Grzegorzewska 

et al., 2017). It is worthwhile mentioning that these previous studies were conducted in patients 

with alcoholic advanced liver disease, hepatitis or non-alcoholic steatohepatitis, whereas 

patients included in the present study did not exhibit any ostensible clinical signs of liver 

disease. Our data suggest that increased circulating levels of MCP-1 in general could be a good 

biomarker of liver disease but is not related to early or discrete liver dysfunction in AUD 

patients. 

In accordance with previous studies (Laso et al., 2007; Leclercq et al., 2014), we found 

higher plasmatic levels of the pro-inflammatory cytokines IL-8 and TNF in AUD patients 

compared to HC. Serum TNF concentration was reported to be higher in AUD patients than in 
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the general population, regardless of the level of alcohol consumption (Gonzalez-Quintela et 

al., 2008; Heberlein et al., 2014) and to decrease within the first days of abstinence (Umhau et 

al., 2014; Girard et al., 2019). By contrast, IL-8, which is not primarily associated with acute 

inflammation and rather acts as a potential angiogenic factor and chemotactic attractor for all 

known types of migratory immune cells, remains increased at least for the first 6 months after 

alcohol withdrawal (Girard et al., 2019). 

 

Liver impairment and systemic inflammation are associated with regional brain 

volume  

While systemic inflammation is known to be associated with cognitive impairments and 

cerebral damage in cirrhotic patients with encephalic encephalopathy, the study of these 

relationships in non-cirrhotic patients are scarce. Some findings suggest that systemic 

inflammation and liver fibrosis were correlated with behavioral impairments in non-cirrhotic 

patients (Leclercq et al., 2012; Ritz et al., 2016) but, to our knowledge, there is no study on the 

potential relationship between systemic inflammation and structural brain damage.  

The present results showed that circulating proinflammatory cytokines and liver fibrosis 

correlated with brain macrostructure in recently detoxified AUD patients without ostensible 

liver damage. We found a specific vulnerability of putamen to liver fibrosis. Accordingly, the 

basal ganglia volume, including the putamen, is altered in severe liver disease (Lin et al., 2012). 

Liver function have also been related to brain atrophy (Chen et al., 2012). However, a major 

limitation of that previous study was that liver function was only assessed with GGT and 

transaminases levels, which are not specific to liver fibrosis or alcohol-related liver damage. In 

addition to a clear relationship between liver function and specific regional brain volume, we 

show here that levels of circulating proinflammatory cytokines were associated with brain 

volumes. Proinflammatory cytokines could come from the liver (Gao et al., 2019) and in 
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particular from activated Kupffer cells, (KC). One possible mechanistic hypothesis is that 

alcohol could directly (or indirectly) activate KC, which would initiate the synthesis of 

proinflammatory cytokines that would be released to the bloodstream and reach the brain.  

In previous studies, chronic alcohol consumption induced increased levels of LPS in the 

serum of sP rats and altered intestinal microbiota composition (Posteraro et al., 2018). These 

results have also been shown in non-preferring rats and AUD patients (Leclercq et al., 2014). 

Several studies have shown that increased LPS circulating levels induced by alcohol stimulate 

KCs to generate ROS and cytokines (Lamas-Paz et al., 2018). These inflammatory mediators 

subsequently activate HSCs via a Toll-like receptor 4 (TLR4) signaling pathway, which 

eventually results in enhanced, chronic production of ECM proteins - and promotion of 

fibrogenesis (Seki et al., 2007; Jagavelu et al., 2010). Additionally, HSCs are also enriched 

with TLR4 to which LPS directly binds, and can thus activate through LPS signaling (Inokuchi 

et al., 2011). 

Chronic alcohol exposure induced similar brain abnormalities in a model of AUD  

The present results, obtained in a validated experimental model of AUD (Sardinian-

preferring (sP) rats; Colombo et al., 2006; Lobina et al., 2013), were similar to those observed 

in AUD patients in terms of macrostructural and microstructural brain alterations, in line with 

previous preclinical investigations (Pfefferbaum et al., 2006a; De Santis et al., 2019). We also 

show lower WM volume in the fornix and corpus callosum of rats exposed to alcohol for 12 

months, potentially reflecting myelin and/or axonal damage or glial/cellular reaction during 

neuroinflammation phenomenon (De Santis et al., 2019). 

 

Chronic alcohol exposure induces brain and liver inflammatory responses  

We describe here, for the first time, an alcohol-induced inflammatory response in the 

brain of sP rats after 12 months of alcohol exposure. Importantly, this inflammatory response 
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was not accompanied by signs of neurodegeneration or apoptosis.  Chronic ethanol exposure 

induces innate immune signaling cascades through the activation of the proinflammatory 

transcription factor, NF-κB (Crews et al., 2006, 2011; Vallés et al., 2006). We found a 

significant higher number in microglia and astrocytes in all the brain regions studied (cortex, 

corpus callosum and hippocampus). In addition, microglial cells in alcohol-exposed rats 

showed morphological alterations characterized by a transition from a resting and ramified 

morphology, to an amoeboid phenotype compatible with a partially activated state. Several 

studies have proposed that partially activated microglia is necessary in neuroprotection and 

axonal regeneration (Wainwright et al., 2009; Shokouhi et al., 2010), an assumption compatible 

with the absence of neurodegeneration observed in the present study.  

Twelve months of alcohol exposure provoked a series of inflammatory responses in the 

liver of sP rats, including Kupffer cell proliferation and hepatic stellate cell (HSC) activation. 

These responses were not accompanied by clear signs of liver damage (no significant steatosis, 

fibrosis or neutrophil infiltration). These results indicate that chronic alcohol consumption 

induces inflammatory responses in the liver even in absence of hepatitis or cirrhosis, with 

activation of HSC. These cells, in addition of playing a role in the development of steatosis and 

fibrosis, are major producers of cytokines and chemokines that are released to the bloodstream. 

Chronic alcohol consumption may thus provoke inflammatory responses in the brain that could 

be triggered by peripheral cytokines reaching the brain. In agreement with this hypothesis, we 

found a correlation between peripheral cytokine levels and brain volumes in AUD patients as 

well as microglial activation in a rodent model of AUD.  

 

Limitations and future perspectives 

One major limitation of this study is the absence of information about cytokines levels 

in the serum or in the brain of sP rats. A recent study using these same rats (Posteraro et al., 



 
108 ETUDE 2 

2018) described similar levels of TNF in the serum of control and alcohol-exposed rats, which 

would suggest an independent effect of alcohol on the brain and liver in terms of inflammatory 

responses.  

Also, other factors, such as genetics, dietary status, gut permeability, and the intestinal 

biome could play a role on liver inflammation and the development of neuroinflammation and 

neurodegeneration (Kirpich et al., 2008; Leclercq et al., 2012). It has been shown that in 

alcohol-preferring strains, the expression of neuropeptides and microglia activation were 

altered in several brain regions compared to non-preferring strains, indicating preexisting 

genetic differences in alcohol-induced responses (Rossetti et al., 2019). 

Our results show that alcohol provokes liver and brain inflammatory responses that are 

correlated with brain abnormalities in the absence of advanced liver damages in both AUD 

patients and alcohol-preferring sP rats chronically exposed to alcohol. Future studies are needed 

to elucidate causality links regarding the brain-liver interactions (i.e., whether alcohol-induced 

liver and brain inflammatory responses arise independently or whether liver and brain 

inflammatory responses are related), in order to find new therapeutic strategies aiming at 

blocking brain damages linked to alcohol-used disorder.  
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Figure legends  

Figure 1: Hepatic dysfunction, liver fibrosis, peripheral inflammation and brain 

alterations in AUD patients.  

(A) AUD patients had hepatic dysfunction with elevated levels of serum GGT and 

ASAT/ALAT ratio compared to HC. (B) Fibrometer® parameters showed liver fibrosis only in 

AUD patients. (C) AUD patients had significant elevated serum cytokine (TNF and IL8) 

compared to HC (D) AUD patients show significant gray matter (GM), and white matter (WM), 

shrinkage, as well as altered WM integrity (E) compared to healthy controls (HC). Larger 

images indicate a p‐value of p < 0.001 uncorrected, and smaller images display the results using 

a restrictive p < 0.05 corrected for few to highlight the most significant regions. * p < 0.05, ** 

p < 0.01, *** p < 0.001 Mann-Whitney’s test (or t-test only for log GGT) 

Figure 2: Links between brain alterations, liver fibrosis and inflammation in AUD 

patients  

In AUD, negative correlations between the fibrosis score and GM volume (A), WM 

volume (B) at p < 0.001 uncorrected. In AUD, negative correlations between cytokines 

(negative for Il8 in purple and positive for TNF in blue) and GM volume (C) and an absence of 

correlation with WM volume (D) at p < 0.001.  Cluster size: >60 voxels. 

Figure 3: Chronic alcohol consumption specifically reduces the volume of the corpus 

callosum in sP rats.  

(A) Representative scan of brain MRI (coronal view) with total brain, corpus callosum 

and hippocampus (delimited respectively in blue, red, and yellow). (B) Representative scan of 

brain MRI (sagittal view) used to measure cerebellum volume (delimited in yellow). Total 

volume of the corpus callosum (C), hippocampus (D), total brain (E) and cerebellum (F) in 

control and alcohol-exposed rats. * p < 0.05, Mann-Whitney’s test. 
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Figure 4: Chronic alcohol impairs both corpus callosum volume and fiber integrity 

in sP rats.  

(A) Individual reconstruction of fiber tracts in the entire corpus callosum. (B) White 

matter (WM) microstructure parameters in the entire corpus callosum of control and alcohol-

exposed sP rats.  

(C) Individual reconstruction of fiber tracts in the genu of the corpus callosum. (D) WM 

microstructure parameters in the genu of the corpus callosum of control and alcohol-exposed 

SP rats.  

(E) Individual reconstruction of fiber tracts in the body of the corpus callosum. (F) WM 

microstructure parameters in the body of the corpus callosum of control and alcohol-exposed 

sP rats.  

(G) Individual reconstruction of fiber tracts in the splenium of the corpus callosum. (H) 

WM microstructure parameters in the splenium of the corpus callosum of control and alcohol-

exposed sP rats.  

(I) Individual reconstruction of fiber tracts in the entire fornix (left and right). (J) WM 

microstructure parameters in the entire fornix of control and alcohol-exposed sP rats.  

* p < 0.05, ** p<0.01, Mann-Whitney test. 

Figure 5: Neuroinflammatory responses to chronic alcohol in sP rats: microgliosis 

and astrogliosis in the corpus callosum, brain cortex and hippocampus, in the absence of 

neuronal death.  

(A) Representative photomicrographs of microglia (Iba1+ cells) in the corpus callosum 

(delimited with dotted line), cortex and hippocampus in control and alcohol-exposed sP rats. 

Scale bar 50µm. (B) Quantification of microglial density. (C) Representative photomicrographs 

of microglial cell morphology in control and alcohol-exposed sP rats. Note the decreased 

process density (arrows) in alcohol-exposed rats. Scale bar 10µm. (D) Representative 
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photomicrographs of astrocytes (GFAP+ cells) in the corpus callosum (delimited with dotted 

line), cortex and hippocampus of control and alcohol-exposed sP rats. Scale bar 50µm. (E) 

Quantification of astrocytic density. (F) Representative photomicrographs of fluorojade 

staining in control and alcohol-exposed sP rats. Scale bar 100µm # p < 0.1, * p < 0.05, ** 

p<0.01, Mann-Whitney test. 

Figure 6: Chronic alcohol provokes liver inflammation in sP rats.  

(A) Representative photomicrographs of Kuppfer cells (Iba1+) in the liver of control and 

alcohol-exposed sP rats. Scale bar 100µm. (B) Quantification of Kuppfer cell density. (C) 

Representative photomicrograph of hepatic stellate cells (HSC) (GFAP+) in the liver of control 

and alcohol-exposed sP rats. Scale bar 100µm. (D) Detail of HSC. Note the ameboid shape in 

the alcohol-exposed condition, characteristic of the activated state of HSC. Scale bar 10µm. (E) 

Quantification of HSC density. (F) Percentage of ameboid HSC in the liver of alcohol-exposed 

and control sP rats. * p < 0.05, Mann-Whitney test. 

Supplementary figure 1: Hematoxylin & Eosin staining in liver of control and 

alcohol-exposed sP rats.  

(A) Representative photomicrographs of liver after hematoxylin & eosin staining. Scale 

bar 100µm.  
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AUD N=25 HC N=16 P value

D
em

og
ra

ph
y Age (years) 46.84 (8.586) 46.38 (6.531) 0.8543

Men/Women Ratio 20/5 13/3 0.8718*

Education (years of 
schooling)

12.04 (1.881) 11.69 (2.33) 0.5816

C
lin

ic
al

va
ria

bl
es

DRS (total score /144) 135.4 (8.675) 141.4 (2.159) 0.0021

BDI 10.68 (7.454) 3.625 (3.008) 0.0006

STAI-A 29.74 (10.69)b 27.50 (7.220) 0.6555

STAI-B 43.39 (12.07)b 33.88 (6.365) 0.0174

AUDIT 29.08 (6.788) 2.875 (1.668) <0.0001

Alcohol misuse (number
of years)

19.667 (8.91) NA /

Daily alcohol consumption
(units)

19.864 (8.91) NA /

Length of sobriety (days) 11.42 (4.94) NA /

*: chi2
a: 1 missing data
b: 2 missing datas

Table 1: Demographical and clincical description of the Healthy Controls (HC) and Alcohol Use Disorder patients (AUD)

DRS, Mattis Dementia Rating Scale; BDI, Beck Depression Inventory; STAI, State-Trait Anxiety; AUDIT, 
Alcohol Use Disorders Identification Test; GGT, Gamma-glutamyl transferase; ASAT/ALAT, transaminases
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131 DISCUSSION 

 Synthèse des résultats  

 Il existe des liens entre le système nerveux central et périphérique qui sont 

particulièrement visibles chez les patients TUAL développant une encéphalopathie hépatique. 

Da s ette th se, ous a o s o t  u’a a t le d eloppe e t de ette o pli atio  

neurologique, il existe des atteintes cérébrales et hépatiques et que les liens entre ces 

attei tes peu e t t e e pli u s pa  l’i fla atio . G â e au a a t e t a slatio el et 

lo gitudi al de e t a ail, ous a o s pu tudie  l’i fla atio  au i eau p iph i ue, 

al et h pati ue et a al se  la te po alit  de l’appa itio  de es attei tes. Le ta leau i-

après contient le récapitulatif des résultats. Brièvement, il existe des atteintes 

comportementales et cérébrales chez les patients TUAL et nous avons montré que les 

attei tes o po te e tales sa s attei tes ales d te ta les à l’IRM e istaie t hez les 

sou is o  p f e tes à pa ti  de  ois d’e positio  à l’alcool, mais que les atteintes 

ales taie t p se tes hez les ats a e  u e p f e e g ti ue pou  l’al ool ap s 

 ois d’e positio  à l’al ool. Nous a o s o t  des odifi atio s h pati ues l g es à 

modérées chez les patients TUAL et les sP rats. Da s les deu  od les d’e positio  h o i ue 

à l’al ool at et sou is , ous a o s o t  u e i fla atio  ale et h pati ue. Chez 

les patients TUAL et dans les deux modèles précliniques, une inflammation systémique révélée 

par le taux de cytokines circulantes a été retrouvée. 

  

Tableau 3 : Récapitulatif des résultats en fonction des trois modèles utilisés dans cette thèse  #non-
i hoti ues e e t a sti e ts *Mesu  à  ois d’e positio  à l’al ool  

Dose d’alcool 

par jour

Atteintes 

comportementales

Atteintes 

cérébrales Atteintes 

hépatiques 

Inflammation 

cérébrale

Inflammation 

hépatique

Inflammation 

systémique 

(cytokines)Volume DTI

Patients TUAL# 19 unit s OUI OUI OUI

OUI

l g res à 

mod r es

Non mesur e

Non mesur e 

mais pas 

d’h patite

OUI

TNF et IL-8

sP rats (pr f rence 

g n tique)*
8-10 g/kg Non mesur OUI OUI

OUI

l g res
OUI OUI

OUI

TNF

Souris Swiss

(pas de pr f rence 

spontan e)

8-13 g/kg

OUI 

6 et 9 mois 

d’exposition

NON NON
En cours 

d’analyse

OUI

activation 

microgliale à 

partir d’1,5 mois 

d’exposition  

OUI 

à partir de

6 mois 

d’exposition

OUI 
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 Ch o ologie des attei tes li es à l’al ool 

Dans l’ tude , nous avons étudié la mise en place et le développement des atteintes 

céré ales et h pati ues. Ai si, da s ot e od le u i  d’e positio  h o i ue à l’al ool, 

les attei tes o po te e tales e so t p se tes u’à pa ti  de  ois d’e positio  à l’al ool. 

A  ois d’e positio  à l’al ool es attei tes e o e e t ue la oire spatiale, mais à 

pa ti  de  ois d’e positio  à l’al ool, des attei tes de la ot i it  fi e uili e et 

oo di atio  appa aisse t. Du a t toute la du e d’e positio  à l’al ool, les o po te e ts 

d’a i t , de oi e otio elle et l’a ti it  globale sont préservés (Figure 38).  

Ces atteintes comportementales ont été mises en évidence indépendamment 

d’alt atio s a ato i ues isi les pa  IRM. Cepe da t, elles pou aie t t e dues à des 

altérations au niveau cellulaire, et notamment par des processus inflammatoires. Dans une 

étude précédente (Drieu et al., 2020) une activation microgliale a été mise en évidence après 

,  ois d’e positio  à l’al ool. Da s les a al ses faites à  ois d’e positio  à l’al ool, ous 

et ou o s le e t pe de p ofil d’a ti atio  i ogliale au i eau hippo a pi ue ue da s 

ette tude. L’attei te o po te e tale ta t a se te à ,  ois d’e positio , il se le ait 

do  ue la du e de l’e positio  à l’al ool et do  de l’a ti atio  i ogliale soit u  fa teu  

majeur pour observer des atteintes comportementales dans ce modèle. Les résultats 

d’i u ohisto hi ie so t a tuelle e t e  ou s d’a al se, il se a alo s i t essa t d’ tudie  

o  seule e t l’a ti atio  i ogliale, ais aussi, les aut es ellules de l’i u it  a e  

Figure 38 : S h a apitulatif des attei tes e  fo tio  du te ps d’e positio  à l’al ool da s l’ tude 
1 dans le groupe alcool (en haut en orange) et dans le groupe ABSTINENCE (en bas en rouge) comparé au groupe 
contrôle. Les cadres indiquent les altérations observées. 
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lesquelles la microglie peut interagir et particulièrement les astrocytes et les neutrophiles ainsi 

ue l’ e tuelle a ti atio  e doth liale e  fo tio  du te ps d’al oolisatio .  

Au niveau hépatique, nous avons retrouvé une augmentation du nombre de CK après 6 

ois d’e positio  h o i ue à l’al ool sans infiltration de neutrophile associée, en accord avec 

la littérature (Karakucuk et al., 1989; Shiratori et al., 1989; Bertola et al., 2013; Ducroquet, 

2015).  C’est aussi à e te ps d’e positio  à l’al ool ue ous o se o s les p e i es 

atteintes comportementales, soulignant le parallèle entre la chronologie des altérations 

h pati ues et ales e  appu a t l’e iste e d’i te a tio s e t e le foie et le e eau. 

 Inflammation périphérique et altérations cérébrales 

Nous avons ainsi mis en évidence que chez les patients TUAL récemment abstinents et 

non cirrhotiques, le taux de cytokines proinflammatoires circulantes est corrélé avec le 

volume cérébral et avec la fibrose hépatique (Étude 2). Le foie étant la principale source de 

toki es da s le o ps hu ai , es sultats sugg e t l’e iste e d’u  lie  e t e les 

altératio s h pati ues et ales hez les patie ts TUAL, e e  a se e d’attei te 

hépatique majeure. Ces résultats sont en accord avec ceux de la littérature montrant une 

association entre la fibrose hépatique et les déficits cognitifs chez les patients TUAL (Ritz et 

al., 2016). Afi  d’ alue  la po se i fla atoi e au i eau tissulai e, al et h pati ue, 

nous avons utilisé un modèle animal validé de TUAL (Colombo et al., 2006). Dans ce modèle, 

nous avons montré pour la première fois des atteintes cérébrales macrostructurales et 

microstructurales de la substance blanche similaires à celles des patients TUAL. De plus, en 

a o d a e  les sultats de l’i fla atio  p iph i ue o te us e  li i ue, ous a o s is 

en évidence des réponses inflammatoires aux niveaux cérébral et hépatique causées par la 

o so atio  h o i ue d’al ool. 

 Activation microgliale, astrocytes, neurones et neutrophiles 

Nos résultats ont montré que le traitement à la minocycline réduit la prise spontanée 

d’al ool da s ot e od le étude 2 ; Agrawal et al., 2011). Mais l’i hi itio  de l’a ti atio  

microgliale ne permet pas de prévenir les déficits de mémoire spatiale causés par 

l’al oolisatio  h o i ue. A o t a io, os sultats sugg e aie t u  effet p ote teu  de 
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l’a ti atio  i ogliale fa e au  d fi its de émoire. Des expériences supplémentaires sont 

nécessaires pour vérifier cette hypothèse.  

Il a t  o t  ue l’e positio  à l’al ool peut e t ai e  l’a ti atio  des ast o tes 

(Alfonso-Loeches et al., 2010). De plus, les astrocytes expriment aussi des récepteurs de 

l’i u it  do t les TLR  et les TLR  ui so t a ti s pa  le LPS. U e fois a ti s, ils peu e t 

libérer des cytokines (Figure 20). Les astrocytes des régions préfrontales et hippocampiques 

se le t t e plus se si les au  effets de l’e positio  à l’al ool (Miguel-Hidalgo, 2018), et 

pourraient ainsi participer aux déficits cognitifs observés. De par leur rôle de composant de la 

barrière hématoencéphalique (BHE), ils pourraient participer à la perméabilisation de la BHE 

o se e da s u  o te te i fla atoi e s st i ue et d’al oolisatio  h o i ue (Singh et 

al., 2007). U e tude e te da s la uelle j’ai pu pa ti ipe  a o t  ue l’e positio  

h o i ue à l’al ool p o o ue o  seule e t u e a ti atio  i ogliale ais aussi u e 

augmentation du nombre de macrophages périvasculaires (Drieu et al., 2020). Ces cellules, 

situées elles aussi au sein de la BHE (entre les pieds astrocytaires et les cellules endothéliales 

ales , pa ti ipe t aussi à la po se i fla atoi e et au  p o essus d’ou e tu e de 

barrière dans des conditions pathologiques (pour revue, voir Faraco et al., 2017) 

Les neurones ont aussi un rôle important dans les réponses immunitaires (Figure 20 ; 

Coleman & Crews, 2018). Ils ont en effet la capacité de réguler les réponses gliales et 

expriment des récepteurs aux cytokines sécrétées par la microglie et les astrocytes (Khairova 

et al., 2009). Bie  ue les effets di e ts de l’alcool sur les neurones, en culture ou sur tranche, 

dépendent du type neuronal et de la région étudiée, il est clair que directement ou 

i di e te e t l’al ool i te agit a e  les eu o es (Abrahao et al., 2017). Ainsi, les neurones 

dopaminergiques de la région ventrale tegmentale semblent particulièrement sensibles à 

l’al ool h o i ue et au se age avec une activité augmentée ou diminuée suivant les études 

(Abrahao et al., 2017). 
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Chez les patients TUAL, le nombre de polynucléaire neutrophiles est augmenté dans la 

circulation sanguine et au niveau du foie en cas de pathologie hépatique associée (Gao et al., 

2019) ais au u e tude ’a is e  ide e d’i filt atio  au i eau al. Da s des 

modèles d’attei te ale se o dai e, o e l’AVC, les po ses i fla atoi es, do t 

l’a ti atio  e doth liale et l’i filt atio  des eut ophiles, asso i e à u  te ai  d’e positio  à 

l’al ool est aug e t e pa  appo t à l’a se e d’e positio  à l’al ool (Ducroquet, 2015; Drieu 

et al., 2020). La o so atio  h o i ue d’al ool p o o ue do  u  tat de p i i g 

i fla atoi e al, p o ou a t la po se i fla atoi e e a e e e  as d’attei te 

cérébrale secondaire. 

 L’a e i testi -foie-cerveau  

Ces de i es a es, de o euses tudes se so t i t ess es au le de l’i testi  

da s l’a e p iph ie- e eau. Ai si, l’augmentation des cytokines circulantes que nous avons 

Figure 39 : Interactions entre les neurones microglie et astrocytes dans les réponses immunitaires à 

l’al ool. Les interactions entre les neurones et les cellules gliales sous-tendent la signalisation immunitaire dans 
les TUAL. La microglie et les astrocytes libèrent des facteurs qui peuvent activer les deux types cellulaires et les 

eu o es peuve t aussi li e  des fa teu s pouva t odule  l’a tivatio  ast o tai e et i ogliale. D’ap s 
Coleman et al 2018. 
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montrée dans nos deux études, chez les patients TUAL (Étude 2) et dans un modèle animal 

(Étude 1) pourrait venir, du moins en partie, de l’intestin. Il est important de souligner que les 

cellules gliales (microglie et astrocytes) peuvent être activées à la fois par les cytokines 

p o e a t du e eau et de la i ulatio  sa gui e. L’ tha ol a de plus la p op i t  d’i dui e 

la li atio  de LPS p o e a t de l’i testi  da s le sa g (Mandrekar & Szabo, 2009). Le LPS 

active alors les cellules de Kupffer et les cellules étoilées hépatiques via les TLR4, qui sécrètent 

des cytokines qui sont libérées dans la circulation sanguine (Figure 40 ; Leclercq et al., 2017). 

Les cytokines peuvent passer la barrière hémato-encéphalique par transport actif ou passif ou 

e  as d’alt atio  de la a i e (Rubio-Araiz et al., 2017). Les mécanismes par lesquels 

Figure 40 : L’a e i testin-foie- e veau, ôle de l’i fla atio  et du LPS. La o so atio  d’al ool 
chronique peut causer une perméabilisation de la barrière intestinale (« leaky gut ») induisant une 
translocation du LPS dans la circulation et dans le foie. Le LPS peut alors causer une inflammation hépatique 
provoquant une libération des cytokines dans la circulation sanguine. Les cytokines peuvent atteindre le 
cerveau et interagir avec les cellules cérébrales dans des processus inflammatoires.  



 

 

137 DISCUSSION 

l’al ool i duit u e pe a ilisatio  de la a i e i testi ale et ai si la t a slo atio  de LPS 

dans le foie ne sont pas encore totalement élucidés. Toutefois, la perméabilisation de la 

barrière intestinale a été observée après seulement deux se ai es d’e positio  à l’al ool, et 

la dysbiose intestinale après 8 à 10 semaines (Leclercq et al., 2017).  

La transplantation du microbiote intestinal de patient TUAL avec une maladie hépatique 

associée dans des souris augmente la translocation bactérienne et induit une inflammation 

hépatique plus sévère que chez les souris ayant reçu du microbiote de patients sans maladie 

hépatique (Llopis et al., 2016). Dans les deux modèles animaux de TUAL nous avons montré 

une activation des cellules de Kupffer (Étude 1 et 2) et des cellules étoilées hépatiques (Étude 

, e  cou s d’a al se pou  l’ tude  compatible avec cette hypothèse ; nous avons aussi 

prévu de dose  le LPS plas ati ue da s l’ tude  dans de futures analyses.  

Ces sultats o t e t u e i te a tio  i po ta te da s l’a e i testi -foie et la nécessité 

de prendre en compte les organes de la périphérie dans les futures études portant sur le 

système nerveux central.  

 Un rôle du sevrage ou de la déshydratation dans les atteintes ?  

Nous observons une augmentation du nombre de neutrophiles au niveau hépatique 

dans l’ tude  u e se ai e ap s l’a t de l’al ool. De plus, ous o t o s u e 

augmentation des cytokines pro inflammatoires circulantes, qui sont fortement impliquées 

da s le e ute e t des eut ophiles. Da s l’ tude de Be tola et olla o ateu s (Bertola et 

al., 2013), l’aug e tatio  de eut ophiles au i eau hépatique est retrouvée après 

l’asso iatio  e t e e positio  h o i ue et pisode de i ge pa  ga age. Cependant, le 

p l e e t des o ga es est effe tu   heu es ap s l’ pisode de ga age, e ui ’e lut pas 

u  effet aigu du se age plut t ue de l’ pisode de i ge. Da s ot e tude, ous ’a o s pas 

o se  de sig es ide ts de se age hez les sou is lo s de l’a t de l’e positio  à l’al ool. 

L’ tude pa  spe t os opie des ta olites hippo a pi ues pou a le  si des 

changements cellulaires cérébraux typiques du sevrage ont tout de même lieu (augmentation 

du glutamate). Il est en effet possible que le cerveau des animaux subisse les effets 

eu oto i ues l ge s ou od s d’u  se age i f a li i ue lo s du et ait de l’al ool.  

Notre étude indique également que le sevrage cause une infiltration de neutrophiles 

toujou s isi le  jou s ap s l’a t de la o so atio  d’al ool. Cette i filt atio  de 
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eut ophiles, a a t isti ue de l’h patite hez le patie t TUAL, i di ue u e se si ilit  

particulière du foie au se age d’al ool. L’a t de l’al ool ause aussi u e aug e tatio  des 

toki es i ula tes isi le da s ot e od le à pa ti  de  ois d’e positio  h o i ue et 

pa ti uli e e t ap s  ois d’e positio  à l’al ool. Cette agg a atio  à  ois peut être 

li e à l’âge ais aussi à la p titio  des a ts des o so atio s, o t a t u e fois e o e 

un effet délétère du sevrage sur le foie qui est le principal producteur de cytokines (Louvet & 

Mathurin, 2015).  

Nous avons observé dans le protocole minocycline de l’étude 1 que les souris exposées 

à l’al ool pe da t  ois puis i je t es pe da t  jou s a e  du s u  ph siologi ue e 

présentaient pas de déficit de mémoire spatiale contrairement aux résultats du protocole 

comportemental (sans injection de sérum physiologique). De plus, dans le protocole 

comportemental, le groupe abstinence (Étude 1) augmente le volume de boisson consommée 

lo s de la se ai e de ise à dispositio  du i e o  d’eau d s ,  ois d’e positio  à l’al ool 

do es o  p se t es et e  ou s d’a al se pou  les te ps  et  ois d’e positio . Bie  

u’il ’  ait pas d’aut es sig es de d sh d atatio  a se e de diff e e de poids des sou is 

à tous les te ps d’e positio  à l’al ool, i des o ganes « frais » ap s ,  ois d’e positio  à 

l’al ool , d’aut es a al ses à des te ps plus ta difs se aie t essai es. 

 Transposabilité des modèles   

Da s la od lisatio  de l’e positio  à l’al ool, la uestio  l  po te su  la t a slatio  de 

la préclinique à la li i ue. A uelle dose d’al ool o so  ela o espo d-il chez 

l’ho e ? Comment modéliser une pathologie psychiatrique ? Quels sont les signes de 

se age à l’al ool hez le o geu  ? Plusieurs études se sont penchées sur ces questions depuis 

les p e ie s t a au  p li i ues. E  effet, e tai s fa teu s pou a t odule  l’e p essio  du 

TUAL ou ses conséquences sont impossibles à modéliser en préclinique comme les facteurs 

socio-économiques et psychoaffectifs.  

Il existe des limites importantes aux od les o geu s da s les tudes su  l’al ool. La 

plupart des rongeurs ont u e a e sio  atu elle pou  l’al ool et o t te da e à e o so e  

de l’al ool ue pou  les alo ies ue elui-ci contient. De plus, le ta olis e de l’al ool des 

rongeurs est diffèrent de celui de l’hu ai , e i o   fois plus apide (Holmes et al., 1986). 

Ces caractéristiques peuvent expliquer la résistance des rongeurs aux effets de l’al ool malgré 
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des t s lo gs te ps d’e positio  o pa  à l’ho e. Les différences entre les souches de 

o geu s ua t à leu  o so atio  spo ta e d’al ool, et la pha a o i ti ue de l’al ool 

sui a t la oie d’ad i ist atio  o t t  tudi es da s de o euses tudes, a a t a outie 

à des équivalences entre les doses en préclinique et en clinique (Nair & Jacob, 2016).  

S’il ’est pas possi le de ep se te  l’e se le des it es du DSM-5 dans les modèles 

p li i ues, des o po te e ts d’addi tio  o e la o so atio  olo tai e o se e 

i i da s l’Étude 1) et son besoin irrépressible ont été modélisés par exemple chez les sP rats 

(Étude 2; Colombo et al., 2006). Certains troubles cognitifs (attention, apprentissage, 

mémoire) ainsi que moteurs (coo di atio , ata ie, uili e  li s à l’e positio  p olo g e et 

e essi e d’al ool so t et ou s da s les od les o geu s  (Crabbe et al., 2010) et ont été 

observés dans notre modèle chez la souris (Étude 1 . Ap s l’a t d’u e e positio  à l’alcool 

ayant duré plusieurs jours/semaines/mois, il a été montré une augmentation de la 

o so atio  de l’al ool pa  appo t à a a t l’a t des o so atio s da s des od les 

de rechute (Vengeliene et al., 2014). Cet effet de p i atio  de l’al ool ’a pas t  o se  da s 

notre modèle (Étude 1) e ap s des pisodes p t s d’a sti e e.  

Dans nos deux modèles, les rats et les souris o so e t la e dose d’al ool soit 

environ 8-  g/kg d’ tha ol pa  jou . Cela o espo d ait à e i o  u e dizai e d’u it s 

d’al ool pa  jou  hez l’ho e (Colombo et al., 2006 ; Nair & Jacob, 2016). Cette 

consommation, bien que largement en dessous de celle des patie ts TUAL de l’étude 2 (en 

o e e  u it s d’al ool pa  jou ), est aussi bien au-dessus des recommandations de santé 

pu li ue pas plus de  u it s d’al ool pa  jou  et pas tous les jou s .  

.  

 Conclusion générale 

Les t ou les de l’usage de l’al ool so t asso i s à de o euses pathologies aus es 

di e te e t ou i di e te e t pa  la ol ule d’al ool. Les o o idit s sou e t p se tes 

hez les patie ts TUAL e de t diffi ile da s les tudes li i ues l’i te p tation des effets 

di e ts de l’al ool. Les od les a i au  so t i dispe sa les pou  ieu  o p e d e la 

physiopathologie du TUAL dans une perspective multi-échelle et systémique et intégrée. En 

effet, la o so atio  h o i ue d’al ool e t ai e des attei tes aux niveaux central et 
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p iph i ue, i pa ta t de o eu  o ga es du o ps hu ai . L’o je tif de ette th se tait 

d’ tudie  l’a e foie-cerveau de manière translationnelle dans les TUAL.  

 

Dans ce travail, nous avons montré que :  

 

i) Dans un modèle murin sa s p f e e spo ta e pou  l’al ool, l’e positio  h o i ue 

d’al ool e t ai e des attei tes og iti es et ot i es sa s a o alie d te ta le e  

IRM. Les e p ie es p t es d’a t de l’al ool e t ai e t u e i fla atio  

périphérique particulièrement importante.  

 

ii) L’i hi itio  de l’a ti atio  i ogliale e p ie t pas les d fi its og itifs aus s pa  

la o so atio  h o i ue d’al ool, ais fa o ise l’a t de la o so atio  

olo tai e d’al ool. 

 

 

iii) Chez les patients TUAL, la fibrose hépatique est associée à une diminution du volume 

al et l’i fla atio  s st i ue est li e à la fi ose et au olu e al, 

indiquant un potentiel lien inflammatoire entre le fonctionnement hépatique et 

cérébrale. 

 

iv) Dans un modèle expérimental de rats avec une préfére e g ti ue pou  l’al ool 

(modèle validé de TUAL), les atteintes cérébrales et hépatiques étaient aussi associées 

à une réponse inflammatoire locale dans ces deux organes.   
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Introduction
Alcohol abuse is a major public health problem worldwide, causing a wide range of  preventable morbid-

ity and mortality. In the European Union, 89% of  men and 82% of  women are current drinkers; among 

them, 15.3% of  men and 3.4% of  women are heavy drinkers (>6 drinks/day) (1). In the United States, 

excessive alcohol use is known to kill about 88,000 people each year, and the cost of  excessive alcohol 

use reached $249 billion in 2010 (http://www.cdc.gov/features/costsofdrinking). Alcohol modifies the 

risk of  stroke: light and moderate alcohol consumption (0–2 drinks/day) are associated with a lower risk 

of  ischemic stroke, whereas higher doses of  alcohol are associated with an increased risk (2). Impor-

tantly, stroke risk associated with high and heavy drinking (HD) in midlife (<75 years) predominates 

over well-known stroke risk factors like hypertension and diabetes (3). However, the impact of  alco-

hol consumption on stroke outcome is less known. Current clinical studies are controversial and have 

described either an aggravating effect (4) or no effect of  HD (5) on stroke severity. Preclinical reports 

have also described either a protective effect of  low alcohol consumption on ischemic stroke (6, 7) or 

larger infarcts in rodents exposed to higher alcohol dose (6, 8). However, the mechanisms mediating 

this aggravation are not well understood. Our previous results on the impact of  alcohol consumption on 

ischemic stroke, obtained in a clinically relevant thromboembolic model of  stroke (9, 10), have shown 

that the aggravating effect of  excessive drinking is not due to alcohol-induced changes in hemodynamic 

Alcohol abuse is a major public health problem worldwide, causing a wide range of preventable 

morbidity and mortality. In this translational study, we show that heavy drinking (HD) (≥6 standard 

drinks/day) is independently associated with a worse outcome for ischemic stroke patients. To 

study the underlying mechanisms of this deleterious effect of HD, we performed an extensive 

analysis of the brain inflammatory responses of mice chronically exposed or not to 10% alcohol 

before and after ischemic stroke. Inflammatory responses were analyzed at the parenchymal, 

perivascular, and vascular levels by using transcriptomic, immunohistochemical, in vivo 2-photon 

microscopy and molecular MRI analyses. Alcohol-exposed mice show, in the absence of any other 

insult, a neurovascular inflammatory priming (i.e., an abnormal inflammatory status including 

an increase in brain perivascular macrophages [PVM]) associated with exacerbated inflammatory 

responses after a secondary insult (ischemic stroke or LPS challenge). Similar to our clinical data, 

alcohol-exposed mice showed larger ischemic lesions. We show here that PVM are key players 

on this aggravating effect of alcohol, since their specific depletion blocks the alcohol-induced 

aggravation of ischemic lesions. This study opens potentially new therapeutic avenues aiming at 

blocking alcohol-induced exacerbation of the neurovascular inflammatory responses triggered after 

ischemic stroke.

https://doi.org/10.1172/jci.insight.129226
https://doi.org/10.1172/jci.insight.129226
https://doi.org/10.1172/jci.insight.129226
http://www.cdc.gov/features/costsofdrinking
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parameters (clot formation, stability, or sensitivity to fibrinolysis) (8). On the other hand, clinical and 

preclinical data have shown that alcohol consumption may have an impact on inflammation (11–13).

Perivascular macrophages (PVM) are a subpopulation of  myeloid cells residing in the CNS. PVM sur-

round brain blood vessels and are located at the perivascular space (14, 15). In physiological conditions, 

PVM have scavenger functions, revealing a role of  clearing debris from the CNS (16–18), and can also 

present antigens to lymphocytes (19). Recent data implicate PVM in several pathological contexts, includ-

ing brain infections, immune activation, Alzheimer’s disease, or multiple sclerosis, suggesting that PVM 

are a key component of  the brain-resident immune system, with broad implications for the pathogenesis 

of  major brain diseases (20). PVM can produce reactive oxygen species and cytokines, linking them to the 

inflammatory response (21). Due to the major role of  inflammation in stroke pathobiology and outcome 

(22), in this translational study, we aimed at investigating the role of  inflammation in the aggravating effect 

of  chronic alcohol drinking on ischemic stroke.

Results
HD stroke patients show higher stroke baseline severity and worse neurological outcome. A total of 3,645 ischemic stroke 

patients were included in the retrospective analysis (Figure 1A). HD stroke patients (n = 424, 11.6%; drinking ≥ 

6 drinks/day in the last 5 years) were significantly younger, were more frequently men, and presented a history 

of hypertension and higher smoking habits than non–HD stroke patients. In addition, HD stroke patients had 

more severe ischemic strokes, with a higher infarct volume, higher mortality during hospitalization, worse prog-

nosis at 3 months, and higher levels of markers associated with the inflammatory response. Mortality during 

hospitalization was significantly increased in HD stroke patients (11.7% vs. 9.7%, P < 0.0001; Table 1).

The NIH Stroke Scale (NIHSS) scores at admission, 24 hours, and 48 hours after stroke onset were sig-

nificantly higher in HD stroke patients (Figure 1B and Table 1). Interestingly, significantly more HD stroke 

patients presented early neurological deterioration (END), defined as the increase of  NIHSS in 4 or more 

points in the first 48 hours after admission (19.2% vs. 4.4%; Table 1 and Figure 1B).

HD is independently associated with an increased risk of  END. Based on the first univariate analysis, END 

was used as the main variable to analyze the cohort of  stroke patients included in this study (Table 2). 

In this second univariate analysis, a total 3352 patients were included (3146 without END and 206 with 

END; 293 fewer patients than for the descriptive analysis, since NIHSS data were not recorded or were 

lost between the admission and the 48 hours). As expected, patients with END showed significantly higher 

hemorrhagic transformation, higher infarct volume, and worse prognosis at 3 months. Moreover, patients 

with END presented higher inflammatory response at admission, characterized by higher leukocyte num-

bers, as well as C-reactive protein (CRP) levels. Interestingly, significantly more END patients had HD 

habits (36.9% vs. 10.2%, P < 0.0001; Table 2).

The inflammatory response is associated with the risk of  END in HD stroke patients. We then performed multivar-

iate analysis of  END adjusted by HD (Model A, Figure 1C and Supplemental Table 1; supplemental material 

available online with this article; https://doi.org/10.1172/jci.insight.129226DS1) or by HD and inflamma-

tory markers (Model B, Figure 1D and Supplemental Table 1). Model A showed that HD is independently 

associated with an increased risk of  END (OR = 4.49; 95% CI, 2.94–6.86; P < 0.0001) (Figure 1C and Sup-

plemental Table 1). When inflammatory markers (axillary temperature, leukocyte numbers and CRP) were 

included in the analysis (Model B, Figure 1D and Supplemental Table 1), the impact of  HD on the END OR 

decreased from 4.49 (obtained on the Model A) to 2.45 (OR = 2.45; 95% CI, 1.01–5.91; P < 0.0001), showing 

that the inflammatory response is associated with the risk of  END in HD stroke patients. Age and sex do not 

have a relevant impact on END (Supplemental Table 2).

Finally, we studied the effect of  HD on infarct volume. After adjusting for those variables that can inter-

fere with the variable “infarct volume” (age, sex, axillary temperature, leukocyte levels, fibrinogen levels, 

CRP levels, tissue-type plasminogen activator (tPA) treatment, thrombectomy, hemorrhagic transforma-

tion, NIHSS on admission, END, Trial of  ORG 10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST) classification, 

and HD; Supplemental Table 3), linear regression analysis of  infarct volume showed that the predictor 

value of  HD was 19.66 (B = 19.66 rate of  change; 95% CI, 8.03–31.30; P < 0.001; Supplemental Table 4).

HD patients without stroke show high levels of  inflammatory markers. Data from the independent cohort 

of  HD patients without stroke showed that the levels of  circulating monocytes are significantly increased 

compared with control healthy subjects (0.73 ± 0.27 vs. 0.2 ± 0. 17, respectively, P = 0.003; Table 3). In 

addition to this, 61.8% of  HD showed increased high-sensitivity CRP (hs-CRP) levels (Table 3).
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Alcohol exposure induces a neurovascular inflammatory priming in mice. The first set of  experiments aimed 

to analyze the inflammatory status in the brain of  mice drinking 10% alcohol for 6 weeks (~5 g/kg/day), 

in the absence of  any other insult (Figure 2A). To study microglial cells, brain samples were stained with 

Iba1, a constitutive marker of  microglial cells, and with the lysosomal marker CD68, present in activat-

ed microglial cells (23). We found that, whereas the total number of  activated microglial (Iba1+CD68+) 

cells remained unchanged (Figure 2, B–D), the total area of  CD68+ staining was significantly increased in 

alcohol-exposed mice (P < 0.05 vs. control; Figure 2, C and E), suggestive of  an alcohol-induced increase 

in microglial activation. Alcohol exposure did not change microglial cell numbers (total number of  Iba1+ 

cells) (Figure 2, B and F; n = 4 mice/group). In terms of  microglial morphology, alcohol exposure did not 

change the number of  main processes (starting from the soma) (Figure 2, C and G) or the mean area of  

microglial cells (Figure 2, C and H).

The alcohol-induced increase in microglial activation was demonstrated by an in vivo functional measure-

ment of microglial phagocytosis after the injection of nonionic latex beads in the brain cortex of control and 

alcohol-exposed mice (Figure 2, I–L). Eight hours after the intracortical injection of the beads, alcohol-exposed 

mice showed significantly more phagocyted beads (surrounded by Iba1+ staining) than control mice (Figure 2, 

I–K and M; n = 4 mice/group; P < 0.05 vs. control), demonstrating that microglia in alcohol-exposed mice 

is more prone for phagocytosis. These results show an alcohol-induced microglial priming characterized by a 

morphological “resting” state — accompanied, however, by an increase in both microglial activation status and 

phagocytic capacity.

In this study, we also wanted to examine potential inflammatory effects of  alcohol exposure on the 

brain vasculature (Figure 3, A and B). For this reason, we analyzed the endothelial levels of  the adhesion 

molecule P-selectin (CD62P marker), responsible of  leukocyte tethering and rolling on the vessel wall. At 

the vascular level, alcohol-exposed mice showed significantly increased P-selectin+ blood vessels (152% 

increase; 1.03 ± 0.31 CD62P+ blood vessels/mm2; n = 4 mice/group; P < 0.05 vs. control; Figure 3B), 

whereas, in control mice, very low levels of  P-selectin (0.31 ± 0.11 CD62P+ blood vessels/mm2) were 

detected, demonstrating an alcohol-induced endothelial activation in the absence of  any other brain injury.

Figure 1. Heavy drinking (HD) aggravates ischemic stroke baseline severity and outcome, and it increases early neurological deterioration (END) risk. 

Inflammatory markers are independently associated to the alcohol-induced increased risk of END. (A) Schema of the study. (B) Representation of neuro-

logical stroke severity determined by the NIH Stroke Scale (NIHSS) at admission and 24 and 48 hours in stroke patients with and without heavy drinking 

habits. Early neurological deterioration (END) is defined as an increase of NIHSS in 4 or more points in the first 48 hours after admission. (C) Forest plot 

of the multivariate analysis including variables predicting END (n = 206) such as hemorrhagic transformation, infarct volume, NIHSS on admission, and 

HD habits (Model A). (D) Forest plot of the multivariate analysis of the variables included in the Model A and inflammatory biomarkers (axillary tempera-

ture, number of leukocytes levels, and C-reactive protein levels) (Model B).
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To determine the functional impact of  the increase in P-selectin expression, we performed in vivo 

2-photon microscopy analyses to measure venular leukocyte adhesion and rolling in mice exposed 

or not to alcohol, after the i.v. injection of  FITC-Dextran (allowing blood vessels visualization) and 

Rhodamine-6G (staining leukocytes). Alcohol-exposed mice showed significantly more adherent (Fig-

ure 3, C and D) and rolling (Figure 3, E and F) leukocytes compared with control mice (317% and 724% 

increase, respectively; n = 6 mice/group; P < 0.05 vs. control).

Concerning mRNA expression of  inflammatory markers, alcohol-exposed mice showed a signifi-

cant increase in TGF-β mRNA levels (P < 0.05; n = 6 mice/group) compared with control mice that 

was not accompanied by changes in proinflammatory cytokines such as IL-1β, TNF, IL-6, P-selectin, 

TLR4, or VCAM1 (Table 4).

We also studied blood-brain barrier (BBB) integrity after alcohol exposure by using 3 different methods. 

Our results showed that chronic alcohol exposure does not seem to alter BBB integrity, since neither Evans 

Blue extravasation measured by near-infrared fluorescence (NIRF) imaging (Supplemental Figure 1, A–D; 

n = 4 mice/group), positive signals of  gadolinium extravasation measured by T1-weighted (T1-w) MRI 

(Supplemental Figure 1, E–H; n = 4 mice/group) or fibrinogen deposits (Supplemental Figure 1I; n = 4 

mice/group) were found in alcohol-exposed mice.

Concerning the potential alcohol-induced neuronal death, we did not find any fluoro-jade C–positive 

staining in alcohol-exposed mice (Supplemental Figure 1B; n = 4 mice/group).

Table 1. Univariate analysis of stroke patients with and without heavy drinking habits (>6 standard drinks/day)

Heavy drinking 

No 
n = 3221

Yes 
n = 424

Age (years) 72.60 ± 14.06 66.79 ± 11.87 <0.0001

Men (%) 50.5 85.8 <0.0001

History of hypertension (%) 64.6 52.4 <0.0001

History of diabetes (%) 24.7 22.6 0.368

History of smoking (%) 12.5 56.1 <0.0001

History of dyslipemia (%) 34.0 32.3 0.513

History of ischemic heart disease (%) 11.5 11.3 0.491

Axillary temperature at admission (°C) 36.3 ± 0.6 36.6 ± 0.6 <0.0001

Leukocytes on admission (× 103/mL) 8.8 ± 3.1 9.9 ± 3.2 0.135

Fibrinogen on admission (mg/dL) 416.9 ± 97.6 439.5 ± 87.1 <0.0001

C-reactive protein on admission (mg/L) 2.7 ± 4.2 3.5 ± 3.1 <0.0001

Sedimentation rate (mm) 21.9 ± 23.6 24.1 ± 23.5 0.05

tPA treatment (%) 22.9 21.0 0.206

Trombectomy (%) 3.2 1.4 0.025

Hemorrhagic transformation (%) 8.8 10.5 0.147

Infarct volume (mL), n = 2121 40.1 ± 70.4 46.9 ± 64.8 0.021

NIHSS on admission, n = 3645 9 (5–15 NIHSS) 14 (11–19 NIHSS) <0.0001

NIHSS at 24 hours, n = 3277 6 (3–10 NIHSS) 18 (9–20 NIHSS) <0.0001

NIHSS at 48 hours, n = 3352 4 (1–10 NIHSS) 14 (7–20 NIHSS) <0.0001

END (%), n = 3352 4.4 19.2 <0.0001

mRS at 3 months, n = 2935 2 (1–4 mRS) 3 (2–4 mRS) <0.0001

Poor outcome at 3 months (%), n = 2935 53.6 65.1 <0.0001

TOAST   0.286

 Atherothrombotic (%) 23.2 26.7  

 Cardioembolic (%) 37.1 32.8  

 Small vessel disease (%) 7.3 6.1  

 Indeterminate (%) 31.2 33.3  

 Others (%) 1.1 1.2  

Mortality during hospitalization (%) 9.1 11.7 <0.0001

Analyses were retrospectively performed from data of the stroke registry at the Stroke Unit of the University Clinical Hospital of Santiago de Compostela (Spain). 

tPA, tissue-type plasminogen activator; NIHSS, National Institute of Health Stroke Scale; mRS, modified Rankin Scale; END, Early Neurological Deterioration 

(defined as the increase of NIHSS in ≥4 points in the first 48 hours after admission); TOAST, Trial of ORG 10172 in Acute Stroke Treatment classification.
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Alcohol exposure exacerbates brain neurovascular inflammatory reactions after an acute systemic insult. Alco-

hol-exposed mice showed a global exacerbated inflammatory response in the brain 24 hours after an 

acute i.p. injection of  LPS compared with control mice (Figure 4A). At the parenchymal level, alco-

hol-exposed mice receiving LPS showed a significant increase in (a) total microglial cells (Iba1+ cells) 

(Figure 4, B and C; n = 5 mice/group; P < 0.05 vs. control), (b) activated microglia (Iba1+CD68+ cells) 

(Figure 4, B and D; n = 5 mice/group; P < 0.05 vs. control), and (c) CD68+Iba1– cells that we considered 

as macrophages (Figure 4, B and E) compared with LPS-injected control mice.

At the vascular level, P-selectin immunostaining (Figure 4, F and G) was significantly increased in 

alcohol-exposed mice receiving LPS compared with control mice (n = 5 mice/group; P < 0.05 vs. con-

trol). Molecular MRI also showed a significantly increased number of  P-selectin–coupled microsized 

particles of  iron oxide–positive (MPIO+) blood vessels in alcohol-exposed mice receiving LPS (Figure 

4, H and I; n = 5 mice/group; P < 0.05 vs. control). Consequently, venular leukocyte adhesion (Figure 

4, J and K) and rolling (Figure 4, L and M), measured by intravital 2-photon microscopy, were sig-

nificantly increased in alcohol-exposed mice receiving LPS compared with control mice (n = 5 mice/

group; P < 0.05 vs. control).

Alcohol exposure aggravates stroke lesions and exacerbates neurovascular inflammatory responses after ischemic 

stroke in mice. Alcohol-exposed mice showed significantly larger ischemic lesions than control mice (drink-

ing only water) 24 hours after stroke onset (Figure 5, A–C; n = 8 mice/group; P < 0.05 vs. control) (8). 

These data on lesion volume are part of  a previously published figure (8). No hemorrhagic transformation 

was detected in any mice (data not shown).

Table 2. Univariate analysis of stroke patients with and without early neurological deterioration

Early neurological deterioration 

No 
n = 3146

Yes 

n = 206

Age (years) 72.1 ± 13.4 73.8 ± 11.9 0.977

Men (%) 54.7 59.2 0.219

History of hypertension (%) 62.8 62.6 0.509

History of diabetes (%) 24.5 23.3 0.384

History of smoking (%) 17.4 20.2 0.193

History of dyslipemia (%) 33.8 35.4 0.339

History of ischemic heart disease 
(%)

11.3 14.1 0.135

Axillary temperature at admission 
(°C)

36.3 ± 0.6 36.4 ± 0.8 0.005

Leukocytes on admission (× 103/mL) 8.9 ± 3.3 10.4 ± 4.2 0.019

Fibrinogen on admission (mg/dL) 426.7 ± 102.8 422.8 ± 120.5 0.255

C-reactive protein on admission 
(mg/L)

3.2 ± 4.3 4.6 ± 4.9 <0.0001

Sedimentation rate (mm) 27.7 ± 25.6 28.5 ± 26.1 0.695

tPA treatment (%) 23.5 22.3 0.389

Trombectomy (%) 2.7 3.9 0.210

Hemorrhagic transformation (%) 9.4 17.1 <0.0001

Infarct volume (mL) 50.3 ± 77.1 107.7 ± 107.8 <0.0001

NIHSS at admission 12 (NIHSS 7–17) 13 (NIHSS 8–15) 0.017

mRS at 3 months 3 (mRS 1–4) 5 (mRS 3–6) <0.0001

Poor outcome at 3 months (%) 51.0 81.2 <0.0001

TOAST   0.613

 Atherothrombotic (%) 24.3 25.2  

 Cardioembolic (%) 35.8 38.3  

 Small vessel disease (%) 7.2 4.4  

 Indeterminate (%) 31.6 31.1  

 Others (%) 1.1 1.0  

Heavy drinking (%) 10.2 36.9 <0.0001
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Microglial/macrophage reaction after stroke (Figure 5, D–K) was exacerbated in the ipsilateral cortex 

of  alcohol-exposed mice, with significant increases in (a) the total number of  Iba1+ cells in the peri-infarct 

area (Figure 5F; n = 3 mice/group; P < 0.05 vs. control), (b) the number of  CD68+Iba1+ cells in the peri-in-

farct area and the ischemic core (Figure 5G; n = 3 mice/group; P < 0.05 vs. control), and (c) the area of  

lysosomal CD68 staining in the ipsilateral hemisphere of  alcohol-exposed mice compared with control 

(Figure 5H; n = 3 mice/group; P < 0.05 vs. control). The number of  processes starting from the soma was 

significantly decreased in the ipsilateral cortex of  alcohol-exposed mice compared with control mice (Fig-

ure 5I; n = 3 mice/group; P < 0.05 vs. control), suggestive of  an increased microglial phagocytic phenotype 

induced by alcohol exposure. Whole cell area of  Iba1+ cells remained unchanged between groups (Figure 5J;  

n = 3 mice/group). The number of  CD68+Iba1– cells was significantly increased in the peri-infarct area of  

alcohol-exposed mice 24 hours after stroke onset (Figure 5K; n = 3 mice/group; P < 0.05 vs. control).

Vascular activation was exacerbated in alcohol-exposed mice after stroke (Figure 6, A–F). The area of  

P-selectin in blood vessels was significantly increased in alcohol-exposed mice 24 hours after stroke onset 

(Figure 6C; n = 3 mice/group; P < 0.05 vs. control), although the number of  P-selectin+ blood vessels showed 

no changes between groups (Figure 6B). Similarly, molecular MRI (Figure 6D) showed significantly increased 

hyposignals corresponding to P-selectin–coupled MPIOs adhering to blood vessels in the ipsilateral cortex of  

alcohol-exposed mice 24 hours after stroke onset (Figure 6E; n = 5–6 mice/group; P < 0.05 vs. control), with 

no changes in the total number of  P-selectin MPIO+ blood vessels (Figure 6F).

Venular leukocyte adhesion (Figure 6, H and I) and rolling (Figure 6, J and K) were both significantly 

increased in alcohol-exposed mice compared with control mice (317% and 724% increase, respectively;  

n = 6 mice/group; P < 0.05 vs. control) 24 hours after stroke. Schemas in Figure 6G show the relative posi-

tion of  the middle cerebral artery (MCA) occlusion site and the thinned-skull cranial window where in vivo 

2-photon imaging was performed.

mRNA levels of IL-1β, P-selectin, and TNF were significantly increased in alcohol-exposed mice in the 

ipsilateral cortex 24 hours after stroke onset compared with control mice (P < 0.05; n = 6 mice/group; Table 4).

PVM depletion prevents the aggravating effect of  chronic alcohol consumption on ischemic stroke. In addition to 

the neurovascular priming profile found in alcohol-exposed mice, we also detected a significant increase in 

Table 3. Heavy drinkers have higher levels of inflammatory markers, in the absence of any other injury

Control subjects 

n = 21
Heavy drinkers 

n = 34

P

Age 43.8 ± 7.4 
(29–55 years)

45.7 ± 9.2 
(33–66 years)

0.29

Women/Men Ratio 5/21 9/34 0.83

BMI 25.3 ± 4.4A 

(19.5–35.5 BMI)
23.9 ± 4.4 

(17.3–39.8 BMI)
0.32

AUDIT 2.9 ± 1.6 
(scores 0–6)

28.9 ± 7.7 
(scores 4–40)

<0.001

Leucocytes (g/L) 6.4 ± 1.7 
(3.7–9.7 g/L)

7.0 ± 2.1 
(3.5–12.3 g/L)

0.24

Neutrophils (g/L) 3.6 ± 1.4 
(1.7–7.2 g/L)

4.1 ± 1.7 
(1.7–8.6 g/L)

0.28

Eosinophils (g/L) 0.17 ± 0.08 
(0.04–0.31 g/L)

0.18 ± 0.13 
(0–0.53 g/L)

0.80

Basophils (g/L) 0.03 ± 0.02 
(0.01–0.07 g/L)

0.04 ± 0.02 
(0.01–0.1 g/L)

0.09

Lymphocytes (g/L) 1.95 ± 0.72 
(1.03–3.85 g/L)

1.93 ± 0.75 
(0.93–3.88 g/L)

0.96

Monocytes (g/L) 0.52 ± 0.17 
(0.27–0.99 g/L)

0.73 ± 0.27 
(0.11–1.42 g/L)

0.003

C Reactive protein >3 mg/L 61.8% (21 of 34)

Demographic and clinical characteristics, leukocyte cell counting, and C-reactive Protein (CRP) levels in an independent cohort of healthy control 

participants and heavy drinkers recruited in the Addiction Unit of the University Hospital of Caen (Normandy, France) while they were receiving withdrawal 

treatment as inpatients. Data are expressed as mean ± SD; parenthesis data correspond to interval. AUDIT, Alcohol Use Disorders Identification Test. 
AMissing data. N = 20.
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the number of  brain PVM (Figure 7, A–C; n = 4 mice/group; P < 0.05 vs. control). PVM are a subpopu-

lation of  resident brain macrophages located at the perivascular space (Supplemental Figures 2, A–E). In 

this study, we have measured only submeningeal signals on IHC and in vivo imaging experiments to focus 

on PVM and no other border-associated macrophages. In addition to their specific shape and location 

surrounding brain blood vessels (Supplemental Figure 2), in naive conditions, PVM can be distinguished 

from microglia since they are very low positive for Iba1. PVM can be stained with both CD68 and CD206 

(Supplemental Figure 2 and Figure 7, B and C). Concerning the origin of  the increased number of  PVM 

Figure 2. Alcohol exposure provokes a microglial priming in mice. (A) Experimental design to study the effects of chronic alcohol exposure on 

microglia. (B) Representative photomicrographs of microglial cells stained with Iba1 and CD68. Scale bar: 100 μm. (C) High-magnification representa-

tive photomicrographs of microglial cells in control and alcohol-exposed mice. Scale bar: 10 μm. (D) Quantification of Iba1+CD68+ cells. (E) Quantifica-

tion of CD68 area on Iba1+ microglial cells. (F) Quantification of Iba1+ cells. (G) Quantification of the number of processes starting from the soma. (H) 

Quantification of the area of microglial cells. n = 4 mice per group. (I) Experimental design to in vivo study the microglial phagocytic capacity: 1 μL of 

latex beads were injected in the cortex of control and alcohol-exposed mice. Eight hours later, phagocytosed latex beads were quantified by immu-

nohistochemical analyses. (J) Representative photomicrographs of Iba1+ microglial cells and latex beads. Scale bar: 20 μm. (K) Detail of a latex bead 

phagocytosed by a microglial cell in an alcohol-exposed mouse. Note the lysosomal activation (CD68, red) at the apex of microglial process. Scale bar: 

10 μm. (L) Quantification of phagocytosed latex beads/total number of beads. n = 4 mice per group; *P < 0.05 versus Control, Mann-Whitney U test. 

(M) Sequential confocal photomicrographs of a phagocytosed latex bead.
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after alcohol exposure, the longitudinal study of  peripheral macrophage accumulation in the brain suggest 

the absence of  a marked peripheral PVM recruitment (Supplemental Figure 3, A–F). Proliferation mea-

surements by Ki67 staining were performed in harvested brains at the end of  the alcohol exposure and have 

not shown positive signals of  PVM proliferation (Supplemental Figure 3, G and H), perhaps because the 

measurements have been done at a single time point at the end of  the alcohol exposure period.

To determine the specific role of  brain PVM on ischemic stroke outcome in both healthy (naive) and 

primed mice (chronically exposed to alcohol), we depleted PVM by injecting clodronate-encapsulated 

(CLO-encapsulated) liposomes to mice exposed or not to 10% ethanol for 6 weeks (Figure 7D); control mice 

received PBS-encapsulated liposomes. In the adult brain, the i.c.v. injection of  CLO depletes PVM (as well 

as meningeal macrophages) without affecting microglial cells or peripheral mononuclear cells (21), except 

for a transient reduction in the number of  Kupffer cells in the liver (24). In our study, we have observed that 

the i.c.v. injection of  CLO efficiently depletes PVM, but also provokes a series of  inflammatory responses 

per se. Our data show that CLO acutely induced, per se, an inflammatory response in the ventricle area at 2 

days after injection, which was not visible anymore at 6 days by molecular MRI imaging (P-selectin–coupled 

MPIOs) (Supplemental Figure 4, A and B; n = 4 mice/group). Our IHC data, focused on the injection site 

(the ventricle area), confirmed the data obtained by MRI and showed the absence of  P-selectin+ staining 

(Supplemental Figure 4C), as well as no neutrophil infiltration (Ly6G+ staining) at that time (Supplemental 

Figure 4D). Microglia was not affected by the injection of  CLO (Supplemental Figure 4D; n = 4 mice/group).

Flow cytometry experiments were performed at 5 days after injection, to respect the same timing profile 

as the one used in the stroke study. Our data show that there were no differences in the numbers of CD45lo/

CD11b+ cells (considered as resting microglia; Supplemental Figure 5B), CD45hi/CD11b+ cells (considered as 

infiltrated macrophages; Supplemental Figure 5C), CD11c+CD11b+ cells (considered as DCs; Supplemental 

Figure 5E), or Ly6G+ cells (considered as granulocytes; Supplemental Figure 5F) between PBS- and CLO-treat-

ed mice. However, the numbers of CD45intCd11b+ cells (considered as activated microglia; Supplemental Figure 

5D), CD3+ (considered as total lymphocytes; Supplemental Figure 5G), CD4+ (Supplemental Figure 5H), and 

CD8+ (Supplemental Figure 5I) lymphocytes were increased in CLO-treated mice 5 days after CLO injection.

Figure 3. Alcohol exposure provokes endothelial activation in the brain. (A) Representative photomicrographs of P-selectin+ vessels in control and 

alcohol-exposed mice (note the absence of positive staining in control mice). Dotted lines represent the lumen (L) of the blood vessel. Scale bar: 10 μm. (B) 

Quantification of P-selectin signal in the brain cortex of control and alcohol-exposed mice. n = 4 mice per group. (C) Compilation of in vivo time-lapse images 

obtained by 2-photon microscopy showing Rhodamine-6G (R6G)+ leukocyte adhesion (arrowheads) in control and alcohol-exposed mice (note the absence 

of R6G+ cells in control mice). Scale bars: 50 μm. (D) Quantification of adherent leukocytes. (E) Representative time-lapse images of leukocyte rolling (green 

circles). Scale bars: 50 μm. (F) Quantification of rolling leukocytes per second. n = 4 mice per group. *P < 0.05 versus control, Mann-Whitney U test.
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The depletion of  PVM was confirmed in vivo 24 hours after the i.c.v. injection of  TRITC-Dextran (Fig-

ure 7, E–J). To assess the harmlessness of  CLO injection on microglial cell numbers, we used CX3CR1-

GFP+/– mice in which TRITC-Dextran+ PVM can be distinguished in vivo from GFP+ microglial cells, 

since PVM are very low-positive for GFP (Figure 7, E and G). PVM depletion did not alter microglial cell 

numbers (GFP+ cells, Figure 7J). The phagocytosis of  TRITC-Dextran by PVM was confirmed by IHC; 

the TRITC-Dextran+ cells were costained with CD206 (Figure 7F). PVM depletion was confirmed in vivo 

by 2-photon imaging (Figure 7, E and H; P < 0.01 vs. PBS) and by IHC analyses (CD206 staining; Figure 

7, G and I; P < 0.01 vs. PBS).

The specific depletion of  PVM by CLO prevented the aggravating effect of  chronic alcohol exposure on 

ischemic lesions (Figure 7, K and L; P < 0.05 vs. PBS; n = 5–6 mice/group), whereas CLO treatment did not 

modify ischemic lesions in control mice (not exposed to alcohol) (Figure 7, K and L; n = 5–6 mice/group).

In order to explore the mechanisms of  the beneficial effect of  PVM depletion on stroke in alcohol-ex-

posed mice, we studied the immune responses triggered 24 hours after stroke (n = 4 mice/group). We ana-

lyzed microglial/macrophage cell numbers (Iba1+ staining; Figure 8, A and B) and neutrophil infiltration 

(Figure 8, C and D) in PBS- and CLO-injected mice (PVM-depleted) exposed or not to alcohol. Microglial/

macrophage numbers (Figure 8B), P-selectin protein levels (Figure 8, E and F), and VCAM1 protein levels 

(Figure 8, G and H) were significantly increased after stroke in PBS alcohol–exposed mice compared with 

PBS-control mice (Figures 8, A and B; P < 0.05 vs. PBS-treated control mice; n = 4 mice/group).

The effects of PVM depletion were different between control and alcohol-exposed mice. PVM-depleted 

control mice showed significantly more microglia/macrophages (Figure 8B; P < 0.05 vs. PBS control; n = 4 

mice/group), as well as more neutrophils (Figure 8D; P < 0.05 vs. naive PBS; n = 4 mice/group) and increased 

VCAM1 protein levels (Figure 8H, P < 0.05 vs. naive PBS; n = 4 mice/group) in the ipsilateral hemisphere 

compared with PBS-treated control mice. By contrast, in PVM-depleted alcohol-exposed mice, microglia/mac-

rophage (Figure 8B) and neutrophil (Figure 8D) infiltration — as well as VCAM levels (Figure 8H) — remained 

unchanged. We only found a significant decrease in P-selectin protein levels between PBS- and CLO-treated 

alcohol-exposed mice (Figure 8, E and F; P < 0.05 vs. PBS alcohol–exposed mice; n = 4 mice/group).

Interestingly, by intravital 2-photon microscopy, we observed that the number of adherent leukocytes was 

significantly decreased in PVM-depleted mice, independently of alcohol exposure (Figure 8, I, J, L, and M;  

P < 0.05 vs. PBS-treated mice; n = 4 mice/group). This effect was specific of leukocyte adhesion, since no dif-

ference was detected in the number of rolling or circulating leukocytes in any of the groups (Figure 8, K and N).

Discussion
We have performed here a translational study to investigate the effects of  chronic alcohol consumption 

on ischemic stroke outcome. Our clinical results show that HD (≥6 drinks/day in the last 5 years) is inde-

pendently associated (a) to END, (b) to stroke severity baseline, and (c) to higher infarct volume in stroke 

patients. The baseline characteristics of  the study population, and outcomes at 3 months, were similar to 

those of  large multicenter registries, suggesting good external validity of  our results (25).

Our results show that the inflammatory response is associated with the risk of  END in HD stroke 

patients. In order to elucidate the role of  inflammation on the deleterious effect of  HD after stroke, we 

Table 4. Alcohol exposure alters the gene expression of inflammatory markers in the brain of mice, both in the absence of any other 

insult and after ischemic stroke

 IL-1b IL-6 P-selectin TGF-β TLR4 TNF VCAM1

Basal
C 0.19 ± 0.05 0.67 ± 0.28 1.89 ± 1.38 0.69 ± 0.11 0.80 ± 0.20 0.44 ± 0.18 0.78 ± 0.15

A 0.54 ± 0.22 1.25 ± 0.33 0.44 ± 0.14 1.00 ± 0.14A 1.27 ± 0.24 0.19 ± 0.01 1.02 ± 0.21

MCAo + 24 
hours

Contro
C 0.14 ± 0.03 0.25 ± 0.07 0.22 ± 0.06 0.99 ± 0.20 0.77 ± 0.18 0.06 ± 0.02 0.97 ± 0.24

A 0.15 ± 0.05 0.11 ± 0.03 0.13 ± 0.07 0.82 ± 0.14 0.64 ± 0.12 0.08 ± 0.00 0.73 ± 0.13

Ipsi
C 3.01 ± 0.99 14.00 ± 4.04 9.32 ± 1.93 1.90 ± 0.17 1.77 ± 0.28 1.45 ± 0.23 1.39 ± 0.21

A 5.51 ± 0.94A 20.54 ± 3.11 17.52 ± 2.21A 2.17 ± 0.26 2.31 ± 0.21 2.51 ± 0.38A 1.29 ± 0.22

Gene expression was calculated using 2 housekeeping genes. The increase of the inflammatory markers expression was exacerbated in alcohol-

exposed mice after thromboembolic stroke (basal, n = 4 mice per group; MCAo + 24 hours, n = 5 mice per group; AP < 0.05 vs. Control basal by Mann-

Whitney U test). MCAo, middle cerebral artery occlusion.
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Figure 4. Alcohol exposure exacerbates brain neurovascular inflammatory reactions after an acute systemic insult in mice. (A) Experimental 

design to study whether chronic alcohol exposure provokes exacerbated inflammatory responses after a secondary injury (peripheral acute LPS 

injection). (B) Representative photomicrographs of the brain cortex of control and alcohol-exposed mice 24 hours after the acute systemic injec-

tion of LPS. Scale bars: 100 μm. n = 5–6 mice per group. (C) Quantification of total microglia (Iba1+ cells). (D) Quantification of activated microglia 

(Iba1+/CD68+ cells). (E) Quantification of macrophages (CD68+/Iba1– cells). (F) Representative photomicrographs of P-selectin staining in control and 

alcohol-exposed mice 24 hours after the acute systemic injection of LPS. Scale bars: 200 μm. (G) Quantification of the number of P-selectin+ blood 

vessels. (H) Representative T2*-weighted images showing P-selectin–coupled MPIO in vivo accumulation in the brain of control and alcohol-exposed 

mice after the acute injection of LPS. Arrows show positive MPIO signals. (I) Quantification of MPIO + blood vessels. (J) Compilation of time-lapse 

images showing representative in vivo leukocyte adhesion (arrows) obtained by 2-photon microscopy. Scale bars: 50 μm. (K) Quantification of leuko-

cyte adhesion. (L) Representative time-lapse images of in vivo leukocyte rolling (see also Supplemental Videos 1 and 2). Scale bars: 50 μm.  

(M) Quantification of rolling leukocytes per second. *P < 0.05 versus control, Mann-Whitney U test.
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performed preclinical experiments in mice exposed to 10% ethanol in drinking water during 6 weeks. Our 

preclinical findings show that chronic alcohol consumption by itself  provokes a neurovascular inflammatory 

priming. The term “priming” is used to describe the propensity of  a particular cell type to make an exagger-

ated response to a secondary stimulus (26) such as intracerebral or systemic LPS injection (27). Microglial 

priming was first described in the ME7 model of  prion disease (28) but has been replicated in other models 

of  chronic neuroinflammatory pathologies, including Alzheimer’s disease (29) and Parkinson’s disease (30).

To our knowledge, this is the first study defining a neurovascular inflammatory priming induced by 

chronic alcohol consumption. This alcohol-driven priming affects the brain parenchyma, as well as the 

perivascular and vascular compartments. In the parenchyma, it is characterized by (a) an unconven-

tional activation profile of  microglial cells, in accordance with results described by Cruz et al. (31), and 

(b) an increase in the expression of  TGF-β mRNA not accompanied by changes in proinflammatory 

Figure 5. Alcohol exposure increases lesion volume and parenchymal inflammatory responses after ischemic stroke in mice. (A) Experimental design to 

study whether chronic alcohol exposure worsens ischemic stroke outcome. (B and C) Representative brain lesions (B) and corresponding quantifications (C) in 

control and alcohol-exposed mice 24 hours after stroke onset (n = 8 mice/group; *P < 0.05 vs. control mice). (D) Representative photomicrographs of microgli-

al cells and infiltrated macrophages in the ipsilateral cortex 24 hours after stroke onset. Scale bar: 100 μm. n = 4 mice per group. (E) High-magnification photo-

micrographs of microglial cells at the peri-infarct area. Scale bar: 10 μm. (F) Quantification of Iba1+ cells. (G) Quantification of Iba1+CD68+. (H) Quantification of 

CD68 area in Iba1+ cells. (I) Quantification of the number of processes starting from the soma. (J) Quantification of the mean whole cell area of Iba1+ cells. (K) 

Quantification of CD68+Iba1– cells. *P < 0.05. Mann-Whitney U test.
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cytokines, thus following a similar profile as in priming-driving diseases such as prion disease (32). 

At the brain perivascular compartment, alcohol provokes an increase in the number of  PVM. Finally, 

at the vascular level, alcohol-induced priming is characterized by increased levels of  P-selectin at the 

endothelial surface, accompanied by an increase in the number of  adherent and rolling leukocytes in 

the brain blood vessels.

Figure 6. Alcohol exposure increases vascular inflammatory responses after ischemic stroke in mice. (A) Representative photomicrographs of P-selectin 

immunostaining in control and alcohol-exposed mice 24 hours after stroke onset. Scale bars: 50 μm. (B) Quantification of the number of P-selectin+ vessels. (C) 

Quantification of P-selectin+ immunostaining area. (D) Representative T2*-weighted images of in vivo P-selectin molecular imaging. Arrows show MPIO+ blood ves-

sels (n = 5–6 mice/group). (E) Quantification of MPIO+ area. (F) Quantification of MPIO+ blood vessels. (G) Schematic view of the craniotomy performed for thrombin 

injection, which leads to the occlusion of the MCA and the thinned-skull window for intravital 2-photon imaging. (H) Compilation of representative time-lapse 

images showing in vivo leukocyte adhesion (arrows) obtained by 2-photon microscopy. Scale bars: 50 μm. (I) Quantification of leukocyte adhesion. (J) Representative 

time-lapse images of in vivo leukocyte rolling. Scale bars: 50 μm. (K) Quantification of leukocyte rolling (see also Supplemental Videos 3 and 4). n = 4 mice per group. 

*P < 0.05 versus control, Mann-Whitney U test.
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Figure 7. Perivascular macrophages (PVM) mediate the aggravating effect of chronic alcohol consumption on ischemic stroke in mice. (A) Exper-

imental design to study the effects of chronic alcohol exposure on PVM. (B) Representative photomicrographs of PVM CD206+Iba1– (arrowheads) 

cells in control and alcohol-exposed mice. (C) Quantification of PVM (CD206+ cells). Scale bars: 20 μm. (D) Experimental design to deplete PVM in 

control and alcohol-exposed mice. (E) Representative in vivo Z stack of CX3CR1GFP+/– PBS/CLO–injected mice. Blood vessels are visualized through 

the i.v. injection of FITC-Dextran. Twenty-four hours after the i.c.v. injection of TRITC-Dextran, PVM can be in vivo visualized (note the absence 

of TRITC-Dextran signals in CLO-treated mice). Microglia are positive for GFP in CX3CR1GFP+/– mice. Scale bar: 100 μm. (F) Colocalization of CD206 

and phagocyted TRITC-Dextran in PVM (epifluorescence microscopy). Three-dimensional visualization of a double-positive TRITC-Dextran and 

CD206 PVM for. Scale bar: 10 μm. (G) Representative photomicrographs of GFP+ microglial cells and CD206+ PVMs in PBS- and CLO-treated mice. 
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We demonstrate here that alcohol provokes a brain inflammatory priming in mice by using 2 different 

approaches. First, we intracortically injected inert latex beads to control and alcohol-exposed mice. Eight 

hours after the injection, alcohol-exposed mice showed significantly more phagocyted beads than control 

mice, thus demonstrating that chronic alcohol exposure makes microglia more prone to phagocytosis. Sec-

ond, we systemically injected a single dose of  LPS to control and alcohol-exposed mice and studied the 

subsequent parenchymal, perivascular, and vascular inflammatory responses 24 hours later. In accordance 

with our priming hypothesis, mice exposed to alcohol showed increased total microglial and activated 

microglial cell numbers; increased levels of  P-selectin in the brain vasculature, characteristic of  increased 

endothelial activation; and significantly increased rolling and adhering leukocyte numbers after the injec-

tion of  LPS. Previous studies have reported that the exposure of  C57BL/6J mice to 10 daily doses of  eth-

anol followed by a LPS or Poly I:C challenge results in a sustained increase of  proinflammatory cytokines 

in the brain compared with control-challenged animals (33, 34).

In accordance with our inflammatory priming hypothesis, our data show that inflammatory responses 

at the parenchymal, perivascular, and vascular levels were exacerbated in alcohol-exposed mice also after 

stroke. More precisely, microglial numbers and phagocytic capacity, brain PVM/infiltrated macrophages 

numbers, P-selectin levels at the brain endothelium, and leukocyte rolling and adhesion to brain vascu-

lature were all exacerbated in alcohol-exposed mice after stroke. Inflammatory responses participate in 

the progression of  ischemic lesions (35), but the causality or consequence relationship between the exac-

erbation of  inflammatory responses and the increased lesion volume is difficult to determine. For this 

reason, our data on the inflammatory status before the ischemic injury are crucial and show that, even in 

the absence of  stroke, HD alters the inflammatory status in both humans and mice. It has been proposed 

that inflammatory priming could have significant implications for acute sterile inflammatory insults, such 

as stroke and traumatic brain injury occurring on a background of  aging or neurodegeneration (26). Our 

data show that chronic HD triggered a similar generalized heightened inflammatory sensitivity than in the 

aforementioned models of  neurodegenerative diseases, and that alcohol-induced inflammatory priming 

had extremely deleterious consequences in stroke, not only in mice, but also in humans.

Importantly, we show here that PVM are determinant for the exacerbation of  ischemic lesions, 

since their specific depletion by CLO blocks the aggravating effect of  chronic alcohol exposure on 

stroke. Interestingly, the beneficial effect of  PVM depletion on lesion volume is exclusive of  alco-

hol-exposed mice, in which PVM numbers are significantly increased. Indeed, PVM accumulation at 

the perivascular space seems to be deleterious for ischemic stroke outcome, as it has been described 

in other neurological pathologies such as multiple sclerosis or Alzheimer’s disease (for review, see 

ref. 20). It is also possible that alcohol exposure provokes not only an increase in PVM numbers, but 

also a shift of  PVM phenotype and function from a scavenger, “buffer” cell (16, 17) to a proinflam-

matory, ROS-producing cell in “primed” conditions (36). In accordance with this hypothesis, it has 

recently been described that homeostatic subsets of  CNS endogenous tissue macrophages are able to 

quickly change their phenotypes and generate context- and time-dependent subsets (37). An additional 

question that deserves future studies is whether PVM could drive microglial priming during chronic 

alcohol exposure, or instead, if  microglial cells are responsible for the accumulation of  PVM, at the 

perivascular spaces and the activation of  brain endothelial cells.

Concerning the hypothesis of a role of PVM on mediating the stroke-induced inflammatory responses, our 

data show that, in naive mice, PVM do modulate stroke-induced inflammatory responses such as microglial acti-

vation/macrophage infiltration, neutrophil infiltration, endothelial activation, and leukocyte rolling/adhesion 

in vivo. It is important to take into account the effects of CLO, per se, found in our study, especially concerning 

lymphoid cells, which could also modify the post-stroke inflammatory responses. Surprisingly, these altered 

inflammatory responses are not associated with changes in the final lesion volume between PBS- and CLO-treated 

naive mice. These data are in accordance with the results reported by Pedragosa et al. (38), in which modifica-

tions of granulocyte infiltration in PVM-depleted mice are observed but are not accompanied by changes in final 

lesion volume in a model of ischemia/reperfusion. These results are in agreement with previous studies showing 

Scale bar: 20 μm. (H and I) Quantification of PVM depletion by TRITC+ cell counting (H) and CD206+ counting (I). (J) The number of microglial cells 

remained unchanged after CLO treatment. (K) Representative T2-weighted MRI images showing ischemic lesions in PBS- and CLO-treated naive 

and alcohol-exposed mice 24 hours after stroke onset. (L) Quantification of lesion volumes. n = 5–6 mice per group; **P < 0.01, *P < 0.05 versus 

PBS; #P < 0.05 versus control. Mann-Whitney U test.
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Figure 8. PVM modulate inflammatory responses to stroke in naive mice but not in alcohol-exposed mice. (A) Representative photomicrographs of 

different subsets of microglia/macrophages 24 hours after stroke onset at the core of the lesion. Scale bar: 50 μm. (B) Quantification of Iba1+ cells. 

(C) Representative photomicrographs of Ly6G+ neutrophils at the core of the lesion. Scale bar: 50 μm. (D) Quantification of neutrophil numbers. (E) 

Representative photomicrographs of P-selectin staining 24 hours after stroke onset. Scale bar: 20 μm. (F) Quantification of P-selectin+ blood vessels. 

(G) Representative photomicrograph of VCAM1+ blood vessel 24 hours after stroke onset. Scale bar: 20 μm. (H) Quantification of VCAM1+ blood 

vessels. (I) Representative photomicrographs obtained by 2-photon microscopy of leukocytes (in magenta, Rhodamine-6G) in PBS- and CLO-treat-

ed mice (not exposed to alcohol) 24 hours after stroke onset. Scale bars: 50 μm. (J) Quantification of adherent leukocytes. (K) Quantification of 

circulating/rolling leukocytes. (L) Representative photomicrographs obtained by 2-photon microscopy of leukocytes (in magenta, Rhodamine-6G) 

in PBS- and CLO-treated mice (exposed to alcohol) 24 hours after stroke onset. Scale bars: 50 μm. (M) Quantification of adherent leukocytes. (N) 

Quantification of circulating/rolling leukocytes. n = 4 mice per group, *P < 0.05 versus PBS; #P < 0.05 versus control PBS (B, D, H) and versus alcohol 

PBS (F). Mann-Whitney U test.
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no impact of leukocyte recruitment on ischemic stroke volume (39, 40). Further studies are needed to better 

understand the links between final lesion volume and leukocyte infiltration at the ischemic area.

Our data suggest that the previous inflammatory status is critical for the ischemic stroke outcome. In 

the context of  alcohol-induced inflammatory priming, PVM are linked to the aggravating effects of  alcohol 

on stroke lesion volumes, since PVM-depleted mice show smaller lesion volumes. This aggravating effect 

of  alcohol in lesion volume is associated with an increased inflammatory response in which PVM seem to 

play a critical role, since PVM-depleted mice show an attenuated inflammatory response compared with 

alcohol-exposed mice with intact PVM. One possible hypothesis to explain this differential role of  PVM 

upon naive conditions and alcohol exposure could be a phenotypic change in PVM during alcohol expo-

sure, as it has been described for other neuroinflammatory conditions (37), that could be crucial in case of  

a secondary CNS injury such as ischemic stroke.

Although research on PVM has intensified in recent times, we still have many unanswered questions 

concerning PVM phenotype and origin in pathological contexts. Also, since CLO depletes both meningeal 

macrophages and PVM, the observed effects cannot be attributed exclusively to PVM. In any case, PVM 

seem to be potential therapeutic targets for limiting the aggravating effects of  risk factors on stroke outcome.

A potential limitation of this study is that we cannot exclude an impact of alcohol withdrawal on the wors-

ening outcome of HD stroke patients and mice. Alcohol-withdrawn neurons are more sensitive to excitotoxic 

injuries (41) characteristic of early phases of ischemic stroke. Indeed, we cannot exclude that this mechanism 

also participates to the aggravation of stroke lesions observed in our study, making the exacerbated inflammato-

ry responses observed after stroke the consequence and not the cause of the aggravated stroke outcome. Howev-

er, our preclinical data obtained on mice not subjected to alcohol withdrawal (the intracortical latex bead–inject-

ed mice and the systemic LPS–injected mice) demonstrate that the exacerbated inflammatory response to both 

latex beads and acute LPS is present even in the absence of alcohol withdrawal. Other mechanisms that could 

contribute to the aggravation of stroke severity could be an endothelial dysfunction induced by chronic alcohol 

consumption (42, 43), which could have an impact by itself  on microglial priming and PVM accumulation.

Interestingly, our data and the recently published data on the beneficial effect of  low-dose alcohol 

consumption on inflammation following transient focal cerebral ischemia in rats (7) suggest that, similarly 

to the biphasic effects of  alcohol on the risk of  ischemic stroke (2), alcohol consumption also could have 

a biphasic effect on the consequences of  ischemic stroke. These data, thus, help to clarify the apparently 

controversial clinical results found on the impact of  alcohol consumption on stroke (4, 5).

In conclusion, we show that chronic alcohol consumption provokes, by itself, a neurovascular inflam-

matory priming in mice and inflammatory responses in HD patients. We experimentally demonstrate that 

this priming, notably involving PVM, drives the exacerbation of  the damages provoked by a secondary 

insult such as an ischemic stroke. Our study opens potentially new avenues for the study of  strategies 

targeting the alcohol-induced inflammatory priming before any neurological insult, in order to prevent a 

worsened neurological outcome in heavy drinkers.

Methods
Stroke cohort study population and patient characteristics. We retrospectively analyzed a cohort of  3,645 isch-

emic stroke patients from the stroke registry of  the Stroke Unit of  the Neurology Department of  the Uni-

versity Clinical Hospital of  Santiago de Compostela (Spain) included from January 2010 to December 

2016. Acute management (diagnostic and treatment) of  patients with stroke was performed according the 

protocol described by the European Stroke Organization.

Stroke outcome variables. To evaluate the influence of  chronic alcohol consumption on the outcome of  

stroke patients, the following primary outcomes variables were considered: (a) neurological stroke severity 

determined by the NIHSS at admission, 24 hours, and 48 hours; (b) END; (c) infarct volume determined 

by CT scan between the 4th and 7th day after admission; (d) degree of  disability at 3 months assessed by 

modified Rankin scale (mRS); and (e) percentage of  patients with good outcome at 3 months (mRS ≤ 2).

To determine the association between chronic alcohol consumption and inflammatory response, the 

following biological variables were included in the analysis: (a) leukocyte numbers, (b) fibrinogen, (c) 

CRP, and (d) sedimentation rate. Axillary temperature over 37.5°C at admission was also considered as 

a marker of  hyperthermia.

History of  arterial hypertension was considered when the blood pressure was more than 140/90 

mmHg at least 2 different days before stroke onset, if  the patient was diagnosed for hypertension, or when 
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the patient was under antihypertensive treatment. History of  diabetes disease was defined as serum glucose 

levels of  7.0 or more mmol/L, if  the patient was diagnosed of  diabetes, or when the patients was under dia-

betic medication. Smoking patients were defined as those patients who presented smoking habits in the last 

5 years. HD habits were defined as a daily alcohol consumption of  6 or more drinks/day in the last 5 years.

Stroke cohort statistical analyses are detailed in the Supplementary Methods.

HD patients without stroke. We retrospectively analyzed data from an independent cohort including 34 

patients with a DSM-5 (Diagnostic and Statistical Manual of  Mental Disorders, 5th edition) diagnostic of  

severe Alcohol Use Disorder (AUD) (HD patients) and 21 healthy control subjects. All the participants 

were informed about the study, approved by the local ethics committee (CPP Nord Ouest III, IDRCB: 

2011-A00495-36), and provided their written informed consent before their inclusion.

Blood samples were collected from fasted participants, either at inclusion (control subjects) or the day after 

admission to hospital (HD patients). Immune cell counts (leukocytes, neutrophils, eosinophils, basophils, lym-

phocytes, and monocytes) were measured in all participants. CRP levels were measured only in HD patients.

Additional information about this cohort and statistical analyses are detailed in the Supplemental Methods.

Experimental study design. The goal of  this study was to investigate the impact of  HD on stroke outcome 

and describe the underlying mechanisms in an experimental model of  ischemic stroke in mice.

Animals were randomized to treatment groups, and all analyses were performed by investigators 

blinded to group allocation. Unblinding was performed after completion of  statistical analysis. All animal 

experiments were performed and reported in accordance with the Animal Research: Reporting of  In Vivo 

Experiments (ARRIVE) guidelines (http://www.nc3rs.org.uk).

Animals. Two-month-old male Swiss mice (35–45 g) (Centre Universitaire de Ressources Biologiques, 

Normandy University, Caen, France) were housed at 21°C in a 12-hour light/dark cycle with food and 

water (control group) or a 10% (v/v) alcohol solution (alcohol group) with ad libitum access for 6 weeks. 

All mice were checked daily for fluid consumption, health, and abnormal behavior. The average daily 

liquid intake and weight gain were similar between both groups (~6 mL of  liquid intake/mouse/day and 

a weight gain of  ~6 g between the beginning and the end of  the alcohol exposure period; final weight 

~40 g in both groups). Blood alcohol levels (BAL) were measured at the pharmacology unit of  Caen 

University Hospital (Caen, France) in mice at the end of  the 6 weeks of  alcohol exposure (n = 10 mice). 

At the moment of  the blood extraction, only 3 of  10 mice showed positive BAL values (0.39, 0.54, and 

0.63 g/L); the rest of  the mice showed nondetectable values (<0.1 g/L).

For intravital 2-photon imaging of  PVM, male C57BL/6J CX3CR1-GFP+/– mice (The Jackson Labo-

ratory and in-house) were used (n = 6 mice/group).

All the procedures needing anesthesia of  the mice were performed by an initial exposure to 5% isoflu-

rane, followed by a maintaining phase of  1.5%–2% isoflurane 30%O
2
/70%N

2
O.

Thromboembolic focal cerebral ischemia. We used the in situ thromboembolic stroke model consisting of  

the injection of  thrombin directly into the middle cerebral artery as described before (9). In order to mimic 

clinical conditions, alcohol solutions were changed by water after stroke onset and until killing. Additional 

information is provided in the Supplementary Methods.

I.p. LPS injection. A subset of  control and alcohol-exposed mice (n = 5–6 mice per group) were i.p. 

injected with a single dose of  the bacterial endotoxin LPS (1 mg/kg) (Sigma-Aldrich) (44) and under-

went 2-photon imaging and molecular MRI 24 hours after the injection of  LPS. Alcohol-exposed mice 

maintained free access to the alcohol solution after LPS injection and until killing.

In vivo microglial phagocytic capacity measurement. The protocol consisted of  the injection of  1 μL of  

nonionic latex beads in the brain cortex and was modified from Hughes et al. (45). Details are provided 

in the Supplemental Methods.

Vascular adhesion molecular imaging. MPIOs (diameter 1.08 mm) (Invitrogen) covalently conjugated to 

purified polyclonal goat anti-mouse antibodies for P-selectin (R&D Systems, clone AF737) were prepared 

as previously described (46). Details are provided in the Supplemental Methods.

In vivo detection of  BBB leakage. Three-dimensional T1 FLASH sequences (spatial resolution 70 mm × 70 

mm; Echo time/repetition time (TE/TR) 4.46/15; 3 averages; 4 minutes, 2 seconds) were used before and 15 

minutes after the i.v. injection of 200 μL of a solution containing 50 μL of Gadolinium chelate (DOTAREM) 

diluted in saline, as previously described (47). Additional information is provided in the Supplemental Methods.

Near-infrared detection of  BBB leakage. NIRF imaging experiments were performed using a PhotonIMAGER 

(Biospace), as previously described (48). Additional information is provided in the Supplemental Methods.
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Depletion of  PVM. A total of 10 μL of PBS-liposomes (PBS group) or CLO-encapsulated liposomes (CLO 

group) were injected in the left lateral ventricle. Additional information is provided in the Supplemental Methods. 

In order to minimize the proinflammatory effects of  CLO, per se, the i.c.v. injection of  CLO was per-

formed 5 days before the stroke.

In vivo macrophage labeling for the follow-up study of  macrophage accumulation in the brain. A total of  200 μL 

of  2 mg Fe/kg of  nude MPIOs were injected i.v. to naive mice and T2*-w acquisitions were performed at 

different times after its injection to detect peripheral macrophage accumulation at the brain perivascular 

spaces. Additional details are provided in the Supplemental Methods.

Intravital 2-photon microscopy. Intravital 2-photon microscopy was performed through a thin-skull crani-

al window to measure leukocyte rolling and adhesion, as well as PVM visualization. Details are provided 

in the Supplemental Methods.

Flow cytometry analysis. Five days after the i.c.v. injection of  PBS or CLO, mice were deeply anes-

thetized with isoflurane 5% and intracardially perfused with 1× PBS (Sigma-Aldrich). Cell isolation 

from brains (without the cerebellum) and flow cytometry acquisition were performed as previously 

described (47) to obtain 2 separate panels for myeloid cells or lymphoid cells (see Supplemental Table 

6 and Supplemental Figure 5A). Data were analyzed with the FlowJo 7.6.5 software (TreeStar Inc.). 

Data are expressed as total cell count for each sample.

Quantitative PCR analyses. Details on the methods for quantitative PCR (qPCR) analyses are provided in 

the Supplemental Methods. Primers used for this study are detailed in Supplemental Table 5.

IHC. Epifluorescence and confocal microscopy analyses were performed in brain sections and isolated 

brain vessels. Details on the protocol and methods are provided in the Supplemental Methods.

Statistics. Results are the mean ± SEM. Statistical analyses were performed by the Mann-Whitney U 

test using the Statview software.

Study approval. Stroke patient registry was approved by the Ethics Committee of  Galicia (CEIC) (Spain, 

protocol code 201/516). Signed informed consent was obtained from patients or a relative before study 

inclusion. Experimental studies were approved by the French ministry of  education and research (Project 

3748; Center agreement D14118001). All the participants were informed about the study, approved by the 

local ethics committee (CPP Nord Ouest III, IDRCB 2011-A00495-36) and provided their written informed 

consent before their inclusion. All animal exper iments were performed and reported in accordance with 

the Animal Research: Reporting of  In Vivo Exper iments (ARRIVE) guidelines (http://www.nc3rs.org.uk), 

in accordance with French laws (act no. 87-848; Ministère de l’Agriculture et de la Forêt) and European 

Commmunities Council Dorectives of  November 24, 1986 (86/609/EEC) guidelines, and they have been 

approved by the ethical committee (affiliation 3748).
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Supplementary Methods 

 

Stroke cohort statistical analyses 

Results were expressed as percentages for categorical variables and as mean (±SD) or median 

and range [25th and 75th percentiles] for continuous variables depending on whether their 

distribution was normal or not. The Kolmogorov-Smirnov test was used to assess normality. 

Proportions were compared using the chi-square or Fisher test, while the continuous variables 

between groups were compared with the Student´s t or the Mann-Whitney test depending on 

whether their distribution was normal or not. Bivariate correlations were performed using 

Pearson´s coefficient (normally distributed variables) or Spearman´s coefficient (variables 

without normal distribution). 

The association between heavy drinking and early neurological deterioration (END) was 

assessed using logistic regression analysis; the influence on infarct volume was assessed by 

multiple linear regression models. Both logistic regression analysis and multivariate linear 

regression models were adjusted for those variables which showed biological relevance for each 

endpoint in order to avoid spurious associations. Results were expressed as adjusted odds ratios 

(ORs) or Β estimate with the corresponding 95% confidence intervals (95% CI). Statistical 

significance was set at P<0.05. The statistical analysis was conducted in SPSS 20.0 (IBM, 

Chicago, IL, USA) for Mac. 



Heavy drinking (HD) patients without stroke  

HD patients were recruited in the Addiction Unit of the University Hospital of Caen 

(Normandy, France) while they were receiving withdrawal treatment as inpatients. They all met 

alcohol-dependence criteria according to the DSM-IV and AUD according to the DSM-V for 

at least 5 years. Control subjects were interviewed with the Alcohol Use Disorders 

Identification Test (AUDIT; (1)), in order to verify that they were not at risk for alcohol misuse 

or alcohol dependence (score <6 for women and <7 for men). Participants were matched for 

age, sex and body mass index (BMI).  

Exclusion criteria for all the participants were: neurological diseases, active infectious disease, 

cardiovascular or psychiatric diseases, cancer, depression [Beck questionnaire, (2)], anxiety 

[State-Trait Anxiety Inventory scale, STAI A et B parts, (3)], or misuse of any other substance 

than alcohol (excepting tobacco) [misuse and/or dependence measured by the Fagerström score 

(4)].  

The normality of the distribution of the laboratory measures for the HD and control groups was 

examined using the Shapiro Wilk test. Student’s t tests were used to compare the two groups 

for measures of immune cell counts and CRP. 

Thromboembolic Focal Cerebral Ischemia  

Anesthetized mice were placed in a stereotaxic device, a small craniotomy was performed, the 

dura was excised, and the middle cerebral artery (MCA) was exposed. A pulled glass 

micropipette was introduced into the lumen of the MCA and 1 μL (1 UI/μL) of purified murine 

alpha-thrombin (Enzyme Research Labs, USA) was pneumatically injected to induce MCA 

occlusion (MCAo) by the in situ formation of a clot. Lesion volumes were quantified on Image 

J 24 hours after stroke onset by regular thionin staining or T2-w MRI scans.  

In vivo microglial phagocytic capacity measurement 



One µl of nonionic latex beads (6 µm) (1:50, Molecular Probes, Life Technologies, USA) were 

gently injected in the brain cortex (2.2 mm lateral, -1.6 mm ventral to bregma) of anesthetized 

mice (N=4 mice/group) with a glass micropipette (angle 335°). The micropipette was left in 

situ for 2 min before slow withdrawal and then mice were sutured. Eight hours after the 

injection, mice were terminally anesthetized and prepared for immunohistochemical analyses. 

Alcohol-exposed mice kept free access to the alcohol solution after beads injection and until 

killing. The number of latex beads completely surrounded by Iba1+ staining was counted in the 

ipsilateral cortex of control and alcohol-exposed mice. All beads forming clusters of more than 

20 beads were omitted (tight clusters might prevent access of microglial cells to individual 

beads). The total number of beads phagocytosed was divided by the total not phagocytosed to 

calculate a ratio for each animal and these ratios were averaged for four animals in each 

treatment group.  

Vascular adhesion molecular imaging 

The quality of conjugated MPIOs was systematically checked in a naive mouse, by stereotaxic 

injection of LPS (1µl, 1mg/kg) in the striatum (0.5mm anterior, 2.0mm lateral, -3mm ventral to 

the Bregma). 

Three-dimensional high resolution T2*- weighted gradient echo imaging with flow 

compensation (spatial resolution of 70 mm x 70 mm x 70 mm interpolated to an isotropic 

resolution of 70 mm), TE/TR 13.2ms/200 ms and a flip angle of 21° was performed to visualize 

MPIOs. MRI acquisitions started immediately after the intravenous injection of MPIOs (200 µl 

of 2 mg Fe/kg of conjugated MPIOs). All T2*-weighted images presented are minimum 

intensity projections of six consecutive slices. For the ischemic stroke study, signal void 

quantification on 3D T2*-weighted images was measured by using automatic triangle threshold 

in ImageJ software and results presented as MPIOs-induced signal void on the contralateral 

cortex divided by the signal void on the structure of interest (in percent). For the LPS study, 



only cortical blood vessels (which were identified as straight lines in hyposignal on T2*-

weighted images) were counted. 

In vivo detection of blood-brain barrier (BBB) leakage 

Analyses were performed on ImageJ by comparing the same brain area before and after 

gadolinium injection in control and alcohol-exposed mice (n=4/group). A positive control was 

performed on a stroke mouse (5 days after stroke) (Supplementary Figures 1G, H).  

Near-infrared detection of BBB leakage 

To allow the detection of Evan’s blue (EB) at 650 nm, 4 mice per group were intravenously 

injected with 200 µL of 2% EB. EB was allowed to circulate for 60 minutes, and then deeply 

anesthetized mice were transcardially perfused with cold heparinized saline (15 mL/min; 75 

mL) before organ removal. The brain was placed in a photon-imager (Biospace, France) and 

images were acquired with excitation filter set at 600 nm and emission filter at 700 nm. The 

photon count of the whole brain was measured ex vivo and normalized at 100% for control 

animal using M3 vision software (Biospace). A positive control was performed on a stroke 

mouse (24h after stroke) (Supplementary Figures 1C, D).  

Depletion of perivascular macrophages (PVM) 

Anesthetized mice were placed in a stereotaxic device. Then the skin was removed and a small 

craniotomy was performed (coordinates: -0.2mm anteroposterior; +1mm lateral; -2mm depth 

from the Bregma). A glass micropipette containing 10µl PBS-liposomes (PBS group) or 

clodronate-encapsulated liposomes (CLO group) (purchased at clodronateliposomes.com) was 

inserted and the product was gently injected in the left lateral ventricle during 20 minutes. CLO 

liposomes injected into the cerebral ventricles are phagocytized by PVM and, once in the 

cytosol, CLO acts as a cytotoxic ATP analog, which impairs mitochondrial oxygen 

consumption leading to cell death (11).  



In vivo fluorescent PVM labelling for intravital microscopy 

Three days after the injection of liposomes, a glass micropipette was inserted at the 

aforementioned coordinates and 3µl of TRITC-Dextran (4.4 kDa, Sigma Aldrich, France) were 

gently injected.   

In vivo macrophage labelling for the follow-up study of macrophage accumulation in the 

brain 

Two hundred microliters of 2 mg Fe/kg of nude Micro-sized Particles of Iron Oxide (MPIOs) 

(diameter 1.08 mm) (Invitrogen) were injected iv to naïve mice. The day after, a first 3D T2*-

weighted (T2*-w) gradient echo imaging of flow compensation (spatial resolution 70mm3 

isotropic, TE/TR 13.2ms/200ms and a flip angle of 21°) acquisition was performed to control 

the absence of MPIOs signal. Mice were then exposed to alcohol during 6 weeks, and 3D T2*-

w acquisitions were performed at 2 and 6 weeks after exposure. Control mice were subjected 

to the same experimental protocol but were given access only to tap water. A positive control 

was performed by intracortically injecting a single dose of LPS.  

Thin-skull cranial window 

Anesthetized mice used for two-photon experiments underwent thin-skull cranial window for 

the cortical in vivo detection of leukocyte rolling and adhesion. The head skin was opened to 

expose the skull and the right parietal bone was completely polished with a drill to leave only 

a thin layer of bone enabling the visualization of cortical cerebral blood vessels by transparency. 

The imaged area corresponds to the right somatosensory cortex (see Figure 6G). 

Intravital two-photon microscopy 

Anesthetized mice were placed in a stereotaxic device and aqueous medium was deposed 

between the thin-skull window and the X25 immersive objective. One hundred µl of 



Rhodamine 6G (1mg/kg) and 100 µl of 70kDa FITC-Dextran (5mg/ml) (Sigma Aldrich, 

France) were injected in the tail vein to stain circulating leukocytes and to visualize the lumen 

of blood vessels, respectively. Acquisitions were performed using a Leica TCS SP5 MP 

microscope at 840 nm two-photon excitation wavelength (Coherent Chameleon, USA). 

Photomultiplier (PMT) 2 (recorded capacity: 500-550nm; gain 850V; offset 0) and 

PMT3 (recorded capacity: 565-605nm; gain 850V; offset 0) were used. The pulsing laser 

characteristics were: gain 23%; trans 17%; offset 50%.  

Leukocyte rolling/adhesion counting  

Leukocyte adhesion and rolling to venular endothelium were measured after the intravenous 

injection of 100 µl of Rhodamine 6G (1mg/kg) and 100 µl of 70kDa FITC-Dextran (5mg/ml) 

(Sigma Aldrich, France) to stain circulating leukocytes and visualize the lumen of blood 

vessels, respectively.  

For adherent leukocyte quantification, the images obtained by time-lapse (2 minutes, 7.7 frames 

per second, 256x256 pixel resolution, 1000Hz frequency) were compiled and red spots, 

corresponding to adherent leukocytes, were counted for each group (N=4-5 mice per group). 

For rolling leukocytes, we used the Kymograph plugin on ImageJ software (developed by 

J. Rietdorf and A. Seitz) (line width perpendicular to vessel lumen: 10; size pixel2 after 

threshold: (2-5)-infinity). Leukocytes that were too fast were considered as background and not 

counted as rolling leukocytes. 

Two-photon in vivo PVM visualization  

In a separate subset of mice, TRITC+ (PVM labelled) and GFP+ (microglial cells from 

CX3CR1GFP+/-) signals were evaluated two days after PBS/CLO-encapsulated liposomes (N=6 

mice per group). Z stacks (60-80 µm depth) were acquired from sub-meningeal regions to avoid 



any fluorescent signal coming from the meninges. PVM depletion was confirmed both in vivo 

(2-photon imaging) and by IHC (CD206+ staining).  

Quantitative PCR analyses  

Terminally anesthetized mice (N=6/group) were transcardially perfused with cold heparinized 

saline (15 mL) and brains were excised. Cortex were dissected and maintained at −80 °C until 

messenger RNA (mRNA) extraction. Tissues were dissociated in TRI reagent (Sigma; Lyon, 

France), and RNA was isolated by the addition of chloroform. Total RNA was washed by 

ethanol and treated with TURBO DNase (Ambion; Saint Aubin, France). Total RNA was 

quantified by spectrophotometry (NanoDrop Technologies; Wilmington, USA). Reverse 

transcription from 1 μg of total RNA (or water as an internal control) was performed with the 

iScript Select cDNA Synthesis kit (Bio-Rad; Marnes-la-Coquette, France) in a total volume of 

20 μL with the following cycle conditions: 42 °C (90 min); 85 °C (5 min). The cDNA products 

were then stored at −20 °C until their use.  

Quantitative PCR was performed with 1 μL of 1:20 diluted cDNA, water and the RT-qPCR 

internal control), that were analyzed in 15 μL total of a 1× solution of iQ SYBR Green Supermix 

(Bio-Rad; Marnes-la-Coquette, France) containing 200 nM of each primer. Based on mRNA 

coding sequences (www.ensembl.org), mouse-specific primers were designed by using the 

Primer3Plus software (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) 

(Supplementary table 5). Two housekeeping genes (Hmbs and Ppib) were used. Assays were 

run in triplicate on the CFX96 real-time system c1000 thermal cycler (Bio-Rad; Marnes-la-

Coquette, France), with the following cycle conditions: 95 °C (3 min); [95 °C (2 s), 60 °C (20 

s)] × 39; 70 °C (30 s).  

Immunohistochemistry 



Terminally anesthetized mice were transcardially perfused with cold heparinized saline (15 mL) 

and fixed with 100 mL of 2% paraformaldehyde and 0.2% picric acid phosphate buffer (pH 

7.4) (N=4 mice/group). Brains were post-fixed with 2% paraformaldehyde and 0.2% picric acid 

phosphate buffer (18 hours; 4°C) and cryoprotected (sucrose 20% in PBS; 24 hours; 4°C) before 

freezing in Tissue-Tek (Miles Scientific, Naperville, IL, USA). Cryostat-cut sections (10 μm 

excepting latex beads experiment, where 20 µm sections were used) were collected on poly-

lysine slides and stored at – 80°C before processing.  

Sections were co-incubated overnight with rabbit anti-mouse Iba1 (1:1000, Wako 019-19741), 

rat anti-mouse CD68 (1:800, Abcam 53444), rat anti-mouse CD206 (1:200, Serotec, clone 

MR5D3), goat anti-mouse P-selectin (1:1000, RD System AF737), goat anti-mouse Collagen-

IV (1:1000, SouthernBiotech 1340), rabbit anti-mouse Aquaporin 4 (sc 20812, Santa Cruz), 

rabbit anti-mouse Ki67 (1:1000, Abcam 15580). Primary antibodies were revealed by using 

Fab’2 fragments of Donkey anti-rabbit linked to FITC, anti-rat linked to Cy3, anti-goat IgG 

linked to Cy5 (1:600, Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA). Washed sections (5 

sections/mouse) were coverslipped with antifade medium containing DAPI. Epifluorescence 

images (~10 images/section) were digitally captured using a Leica DM6000 epifluorescence 

microscope coupled coolsnap camera, visualized with Leica MM AF 2.2.0 software (Molecular 

Devices, USA) and further processed using ImageJ 1.51k software. Studied regions were 

always located at the brain cortex [ipsi (peri-infarct and core) and contralateral cortices for 

stroke experiments]. Specificity controls were performed by not adding primary antibodies.  

Confocal microscopy analysis of microglial activation 

Microglial morphology and activation were analyzed on confocal images taken on a Leica TCS 

SP5 MP microscope. Using the X40 oil immersive objective, images were randomly taken 

using LAS AF Leica Software and analyses were performed using ImageJ 1.51k software. Iba1 

analyses allowed the quantification of microglial cell numbers, soma area and number of main 



processes starting from the soma. CD68 staining in Iba1+ cells allowed the quantification of the 

activation of microglial cells. For this latter analysis, after thresholding CD68 and Iba1 

channels, we used the Image Calculator ImageJ plugin to collect the mask of CD68 only in 

Iba1+ cells. After that, we measured the area of Iba1 mask cell per cell, and the area of CD68 

inside each cell in both groups (N=800-1000 cells/group; N=4 mice per group). 

Microscopy of isolated brain vessels 

Terminally anesthetized mice were transcardially perfused with cold heparinized saline (15 

mL/min). Brain were then dissociated in a solution of HEPES and HBSS and then centrifuged 

at 2000g at 4°C during 10 min. Most of myelin is eliminated at this step, and vessels form a 

pellet. The pellet was then suspended in a solution of HEPES/HBSS and Dextran (Dextran from 

Leuconostoc spp. Mr ~70,000 kDa, Sigma-Aldrich) and centrifuged at 4400g at 4°C during 15 

min. Remaining myelin is eliminated here. Vessels were then suspended in a solution of 

HEPES/HBSS and BSA 1% and filtrated on a 20µm mesh filter. After that, vessels stay on the 

filter. Vessels were then detached from the filter in a PBS solution. Vessels were then put on a 

poly-lysine coated slides, cryoprotected overnight in a 20% sucrose PBS solution and fixed 

during 15 min with PBS 0.1 M. pH 7.4 containing 2% paraformaldehyde and 0.2% picric acid. 

Slide were stored at -80°C before processing. 
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Supplementary Table 6: List of antibodies used for flow cytometry analyses. 

 

Antibody 
-Lymphoid cell panel- 

Clone Isotype Quantity per test Supplier / Reference 

BV510 Hamster anti-mouse CD3e 145-2C11 Armenian 
hamster 
IgG1, κ 

0.6 µg BD Biosciences /563024  

APC Rat anti mouse CD4 RM4-5 Rat (DA) 
IgG2a, κ 

0.6 µg BD Biosciences /553051 

PE-Cy7 Rat anti-mouse CD8a 53-6.7 Rat (LOU) 
IgG2a, κ 

0.6 µg BD Biosciences /552877 

Antibody  
-Myeloid cell panel - 

Clone Isotype Quantity per test Supplier / Reference 

BV510 Hamster anti-mouse CD3e 145-2C11 Armenian 
hamster 
IgG1, κ 

0.6 µg BD Biosciences /563024  

BV421 Rat anti-mouse CD11b M1/70 Rat (DA) 
IgG2b, κ 

0.6 µg BD Biosciences /562605 

APC Rat anti-mouse CD11c HL3 Armenian 
Hamster 
IgG1, ʎ2 

0.6 µg BD Biosciences /550261 

PE-Cy7 Rat anti-mouse CD45 30-F11 Rat (LOU) 
IgG2b, κ 

0.6 µg BD Biosciences /561868 

FITC Rat anti-mouse Ly-6G 1A8 Rat (LEW) 
IgG2a, κ 

1 µg BD Biosciences /551460 

Antibody 
-Fc Blocking- 

Clone Isotype Quantity per test Supplier / Reference 

Purified Rat anti-mouse 
CD16/CD32 (Mouse BD Fc 
Block)  

2.4G2 Rat IgG2b, κ 0.5 µg BD Biosciences /553142 
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Supplementary figure 1: Lack of BBB leakage or neuronal degeneration after alcohol 

consumption. A) Photographs of Evan’s blue (EB) extravasation measurement by near infrared 

imaging (NIRF) 60 min after EB iv injection in control and alcohol-exposed mice. B)  

Quantification of EB fluorescence in control and alcohol-exposed mice. C) Positive control of 

the technique: brain from mouse subjected to stroke 24h before the measurement of EB 



extravasation. D) Quantification of the fluorescence detected in the contralateral and ipsilateral 

hemispheres shown in C. E) Representative T1-w images of control and alcohol-exposed mice 

before and after the injection of Dotarem (gadolinium chelate). F) Quantification of E. G) 

Positive control showing the parenchymal extravasation of Dotarem in the ipsilateral cortex of 

a mouse subjected to stroke (6h and 5 days after stroke onset). H) Quantification of G. I) Lack 

of fibrin(ogen) deposits in the brain parenchyma of control and alcohol-exposed mice. J) Lack 

of fluorojade C-positive staining after chronic alcohol exposure (right); right: positive control 

of fluorojade C staining performed 24h after MCAo by thrombin injection.  

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary figure 2: Immunohistological characterisation of PVM. PVM are positive 

for the lysosomal marker CD68 (A, C, E, F) and the membrane marker CD206 (B, D, E). PVM 

are negative for Iba1 (A, B, F). PVM are located surrounding brain blood vessels, between the 

blood vessel wall (Coll-IV) and astrocytic endfeet (AQP4) (C, D). Alcohol-induced increase in 

PVM numbers detected by CD68+/Iba1- counting (F, G).  

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary figure 3: Lack of peripheral macrophage recruitment in mice chronically 

exposed to alcohol. A) Study design (positive control of the technique). Nude MPIOs were 

intravenously injected to naïve mice. B) The day after, a first 3D T2*-w acquisition was 

performed to control the absence of unspecific MPIOs signal. C) Two days after MPIOs IV  

injection, mice were subjected to a single intracortical LPS injection and, 48h later, MPIO+ 



macrophages were visible at the ipsilateral cortex. D) Representative photomicrographs of 

MPIO+ infiltrated macrophages (MPIO+/CD68+/Iba1-). E) Higher magnification of D, 

showing phagocyted MPIOs (white dots, arrows) in the cytoplasm of infiltrated macrophages. 

F) Representative T2*-w MRI scans of control and alcohol-exposed mice previously injected 

with MPIOs. T2*-w MRI acquisitions were performed before, after 2 weeks and after 6 weeks 

of alcohol exposure. No MPIO+ macrophages were detected in the brain at any time.  G) 

Absence of Ki67 positive PVM in control and alcohol-exposed mice. H) Positive nucleus shown 

as a positive control of Ki67 staining.  

  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Supplementary Figure 4: The intracerebroventricular (icv) injection of clodronate induces 

visible inflammatory responses in the brain ventricles 2 days after its injection, but they 

disappear at 6 days post-injection. (A) Representative T2*-GEFC acquisitions in PBS or CLO 

injected mice after 2 or 6 days post-injection. Note that MPIO-αP-selectin accumulation in the 

ventricles is detected exclusively 2 days after the injection of CLO. (B) Quantification of 

MPIO/αP-selectin positive area. (C, D) Representative photomicrographs of ventricles and 

choroid plexus 6 days after PVM depletion by CLO icv injection, stained for P-selectin (shown 

in panel C), microglia (Iba-1) and neutrophils (Ly6G) (shown in panel D). N=4 mice/group; 

*p<0.05 vs PBS, Mann-Whitney test.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Supplementary Figure 5: Flow cytometry analyses of the inflammatory responses in the brain 

5 days after the icv injection of PBS or clodronate (CLO). A) Illustration of the gating strategy, 

taken from a representative CLO-injected mouse. B) Quantification of CD45low/CD11b+ cells 

(considered as resting microglia). C) Quantification of CD45int/CD11b+ cells (considered as 

activated microglia). D) Quantification of CD45high/CD11b+ cells (considered as 

macrophages). E) Quantification of CD11b+/CD11c+ cells (considered as dendritic cells). F) 

Quantification of Ly6G+ cells (considered as granulocytes). G) Quantification of CD3+ cells 

(total lymphocytes). H) Quantification of CD4+ lymphocytes. I) Quantification of CD8+ 

lymphocytes. N=5 mice/group; *p<0.05 vs PBS, Mann-Whitney test.  
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Abstract 

Traumatic brain injury (TBI) is a leading cause of disability worldwide. In the milder cases, MRI or CT scan (if 

performed) is often normal. However, despite an apparently silent imaging, some patients with mild TBI 

experience cognitive dysfunctions, which may persist chronically. Brain changes responsible for these 

neurological dysfunctions are not clear and these injuries are commonly overlooked. It is thus crucial to increase 

our understanding of the mechanisms linking the initial event to the functional deficits, and to provide objective 

evidence of brain tissue alterations underpinning these deficits. 

We first set up a murine model of closed-head controlled cortical impact, which provoked persistent cognitive and 

sensorimotor deficits (Y-maze, open field), despite no evidence of brain contusion or bleeding on conventional 

MRI (T2 and T2* sequences), thus recapitulating features of mild TBI.  

Based on recent promising developments in molecular imaging, we first sought to detect cerebrovascular 

inflammation in these animals. Molecular MRI for P-selectin, a key adhesion molecule, clearly detected strong 

signals after severe TBI, but revealed no signs of endothelial activation after mild TBI. Interestingly, 

immunohistochemical analyses confirmed these differential patterns of P-selectin expression and also showed a 

robust parenchymal inflammatory response after mild TBI, with evident astrogliosis and microgliosis in both the 

cortex and hippocampus. Cortical ipsilateral neuroinflammation increased at least up to 3 weeks post-injury, while 

hippocampal neuroinflammation peaked at one week and remained up-regulated up to 3 weeks. These spatio-

temporal profiles were confirmed first by in vitro autoradiography using the TSPO ligand [3H]DPA-714 and 

second by in vivo PET imaging with [18F]DPA-714.  

We show that even a single mild TBI induces a long-lasting neuro-inflammatory status that might explain the long-

term behavioural deficits. In line with our in vivo µPET imaging results, we propose that imaging of TSPO should 

be performed in mild TBI patients with persistent deficits to clarify the pathogenic participation of 

neuroinflammation and possibly, to design targeted therapies.  

Key words: mild traumatic brain injury, neuroinflammation, TSPO microPET imaging, molecular MRI 

imaging, persisting deficits. 
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Introduction 

Each year, 69 million people suffer a traumatic brain injury (TBI), which is the leading cause of mortality 

in young adults and a major cause of death and disability across all ages worldwide (Maas et al., 2017; Dewan et 

al., 2018). Various triggers (penetrating objects, blast injury or mechanical impact) can induce TBI, of which short-

term functional consequences can result in hospitalization. The classification of TBI can be etiological, 

symptomatologic, prognostic or pathoanatomic. Practice guidelines include structural imaging and neurological 

scoring, including the 15-point Glasgow Coma Scale, in their criteria for classifying injury severity. Patients with 

a score of 3-8 are classified as severe, 9-12 as moderate, and those between 13-15 as mild TBI (Teasdale et al., 

1974). Clinical research has mainly been directed toward moderate and severe TBI, but the majority (70–90%) of 

patients suffer from mild TBI (miTBI). Patients with miTBI are in general excluded from epidemiological and 

economical studies. Their individual impact (severity of damages and cost) is lower than moderate to severe cases, 

but obviously, as a whole, this group of patients should not be neglected as they represent the largest contribution 

to the global burden of TBI (Maas et al., 2017). 

After the initial biomechanical injury, TBI induces a progressive secondary injury. Thus, cumulative 

epidemiological data show that moderate or severe TBI, and very likely mild TBI, are important risk factors for 

disabilities (the so-called “silent epidemic”), including neurodegenerative diseases such as Alzheimer's disease, 

Parkinson's disease and amyotrophic lateral sclerosis (Maas et al., 2017; Gardner et al., 2015; Perry et al., 2016; 

Cruz-Haces et al., 2017). The sparse quantitative estimations vary greatly, but patients with mild TBI often have 

anxiety, depression, post-traumatic stress disorder, and clinically relevant symptoms, including physical 

symptoms, behavioural disturbances, and cognitive dysfunctions, that risk to interfere with professional or social 

life (Maas et al., 2017). Mild TBI is thus a serious condition (Maas et al., 2017; Hanten et al., 2013; McCauley et 

al., 2014; Madsen et al., 2018) and it is important to predict who are at risk patients and to understand the 

underlying pathogenic mechanisms.  

Long ago, a TBI workshop stated that “Our current armamentarium is insufficient, and there is a need for better, 

more sophisticated tools to measure extent of injury and occurrence of specific pathophysiologic mechanisms” 

(Saatman et al., 2008). This is still true, and imaging, or multimodal imaging is likely a key to success for this 

goal. Inflammation is a hallmark of most neurological disorders, including TBI (Donat et al., 2017), so that 

monitoring the neuro-inflammatory response can have major diagnostic/prognostic implications for TBI. 

Interestingly, beside plasma/CSF biomarkers of inflammation, some brain biomarkers can be targeted in humans 

by molecular imaging such as single photon emission computed tomography (SPECT) and positron emission 

tomography (PET). In this context, highly sensitive imaging of neuroinflammation is available using translocator 

protein (TSPO) PET ligands. Indeed, brain imaging of TSPO is now recognized as a relevant index of active 

microglia and is increasingly used in acute brain injury such as stroke (Zinnhardt et al., 2018) and 

neurodegenerative diseases like Alzheimer's disease (Dani et al., 2018; Eedison et al., 2018) and multiple sclerosis 

(Hagens et al., 2018). In parallel, molecular magnetic resonance imaging (MRI) to study endothelial activation has 

recently emerged as a promising axis of research (Gauberti et al., 2018). Molecular MRI may have some 

advantages over nuclear medicine modalities, although it has remained limited to proof-of-concept studies in 

animal models. The recently developed contrast agents called micro-sized particles of iron oxide (MPIO) has 

significantly improved molecular MRI sensitivity and specificity, compared to the historical intraparenchymal 



4 

 

imaging of myeloperoxidase or of extravasation of targeted ultra-small particles of iron oxide (USPIO). MPIOs 

harboring antibodies against adhesion molecules recruited at the endothelial luminal membrane (including VCAM-

1 and P-selectin), have proven as highly relevant MRI tools to detect neuroinflammation in various conditions, 

including stroke, ageing, multiple sclerosis and severe TBI (McAteer et al., 2010; Montagne et al., 2012; Gauberti 

et al., 2013, Fournier et al., 2017; Quenault et al., 2017; Vegliante et al., 2019). Interestingly, we have previously 

found in a model of transient ischemic attack that MPIOs targeted against P-selectin can detect an area of 

neuroinflammation, while conventional MRI shows no evidence of brain infarction (Quenault et al., 2017). Here, 

we tailored the biomechanical injury down to a level associated to selective cognitive deficits but below any 

detectable damage by conventional MRI, to test whether advanced translatable imaging of inflammation by 

molecular MRI or PET may inform on functional post-TBI sequelae. 

 

Material and Methods: 

Animals  

Experiments were performed on two months-old male Swiss mice (35-45g; Centre Universitaire de Ressources 

Biologiques, Normandy University, Caen, France) or on male C57BL/6J mice (9-10 weeks old, 20-24 g) from 

Envigo (Istituto di Ricerche Farmacologiche Mario Negri). Animals were housed at 21° C in a 12 h light/dark 

cycle with food and water with ad libitum free access. None of the experimental procedures induced mortality. 

Mouse weight was monitored before each behavioural assessment, the day and the day after the surgical procedure. 

Surgical procedure for traumatic brain injury 

For surgeries, mice were anesthetized with isoflurane 5% and maintained under anaesthesia with 1.5-2.5% 

isoflurane in a 70%/30% gas mixture (N2O/O2). The rectal temperature was maintained at 37±0.5°C throughout 

using a feedback-regulated heating system. Breathing was constantly checked and adjusted with anesthesia level. 

A sagittal incision (not midline to avoid major bleeding) was made to discover the skull. Then, the left parietal 

skull was cleaned with a cotton bud. Close-head controlled cortical impact (CCI) brain injury was induced using 

a 3 mm diameter rigid impactor driven by an electromagnetic controlled impact device (ImpactOne, Leica; Brody 

et al., 2007) rigidly mounted at an angle of 20° from the vertical plane and applied vertically between the bregma 

and lambda of the left exposed skull (deformation depth was either 1.5 mm for mild TBI (miTBI) and 2 mm for 

moderate TBI (modTBI); velocity: 5.0 m/s; time of impact: 0.2 s). Mice were sutured and placed in a recovery box 

until recovery (ie, restoration of a normal gait).  

As a control of molecular imaging, a series of mice was also subjected to severe TBI, induced by a 1 mm depth 

impact after craniectomy, as described earlier (Zanier et al., 2018). 

MRI of brain lesions  

Mice were deeply anesthetized with 5% isoflurane in 30/70% O2/N2O and then maintained under anaesthesia 

during all the experiment with 1.5-2.5% anaesthesia in 30/70% O2/N2O. Imaging  was  carried  out  on  a  

Pharmascan  7  T/12  cm  system  using  surface  coils (Bruker,  Germany; Gauberti et al., 2013). T2-weighted 
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images to visualize oedema formation were acquired 1, 7 and 21 days post-TBI using MSME sequences (multi-

spin multi-echo): TE/TR: 51ms/2500ms TE/TR 33 ms/2500 ms with a 70μm*70μm*500μm spatial resolution. 

Haemorrhage was assessed using T2* imaging sequences (TE/TR: 7.7ms/500ms TE/TR 8.7064ms/500ms). Lesion 

size was calculated using Image J (v1.52k, NIH).  

Behavioural assessments 

Place recognition test. 

Spatial memory was tested 7 days before and 7 and 21 days after mild TBI (n=10 mice/group) in a white plastic 

Y-maze with three identical arms (34 x 7 x 14.5 cm). Mice were tested after a two-session procedure with a 2h30 

intersession interval, as previously described (Obiang et al., 2012).  During the acquisition session, one arm was 

randomly closed with a guillotine door. The position of the closed arm was chosen randomly among the three 

arms. Each mouse was placed in one of the two other arms (arms A and B), with its head facing away from the 

center of the maze) and allowed to visit the two accessible arms for 5 min. Mice were then returned to their home 

cage for 2h30, before being subjected to the retention test, in which they had free access to all three arms for 5 

min. The number of visits to each arm (considered only when the mouse passed two-thirds of the arm) was recorded 

for each session. Spatial memory was assessed through the comparison of the percentage of visits in each arm for 

the 5 min of the retention test. In the absence of deficit, the percentage of visits in the new arm is higher than 33% 

(the threshold of random visit).  

Open field 

The open field task is a sensorimotor test used to determine general activity levels, gross locomotor activity, and 

exploration habits. It was performed 7 days before and 7 and 21 days after mild TBI (n=10 mice/group), in a 

squared box (31.5 x 31.5 cm) during 10 minutes as previously described (Pruvost et al., 2017). Animals were 

videotracked (DMK 21AF04, The Imaging Source®) and distance and velocity were analyzed with EthoVision 

XT 11.5 software (Noldus). Additionally, a central region of 15 x 15 cm was defined and the percentage of time 

spent in the center area was measured to assess anxiety-like behaviour. Rodents typically spend more time 

exploring the periphery of the arena by walking along the walls (thigmotaxis) than the central area (Prut et al., 

2003). 

Targeting-moiety conjugation to MPIOs and molecular imaging  

Microparticles of iron oxide (MPIOs; diameter 1.08 μm) with p-toluenesulphonyl reactive surface groups 

(Invitrogen) were used for peptide conjugation (Montagne et al., 2012). Purified polyclonal goat anti-mouse 

antibodies for P-selectin (R&D Systems, clone AF737) were covalently conjugated to MPIOs in borate buffer with 

ammonium sulphate (pH 9.5), by incubation at 37°C for 48 h. The specificity of these MPIOs targeting P-selectin 

has been previously published (Quenault et al., 2016). MPIOs were then washed in phosphate buffered saline 

(PBS) containing 0.5% bovine serum albumin (BSA) at 4°C and incubated for 24 h at room temperature, to block 

the remaining active groups. MPIOs were rinsed in PBS (0.1% BSA) and stored at 4°C.  

Imaging was carried out at Cyceron on a Pharmascan 7 T/12 cm system using surface coils (Bruker) or at IRFMN 

on a 7T Bruker Biospec (Ettlingen, Germany) running ParaVision 6.01 and equipped with a quadrature cryogenic 
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surface coil as transmitter and receiver. Three-dimensional T2*- weighted gradient echo imaging with flow 

compensation (GEFC) (spatial resolution of 70x70x70 μm), TE/TR 13.2 ms/200 ms and a flip angle (FA) of 21° 

was performed to visualize MPIOs with the Pharmascan 7 T/12 cm system. Specifications with the 7T Bruker 

Biospec system were: resolution of 80×80×80 μm3, TE/TR = 7.5 ms/50ms, FA =  14°. A baseline GEFC image 

was acquired before MPIOs injection and another one after to evaluate the percentage of signal variation. 

MRI acquisitions started immediately after the intravenous injection of MPIOs (200 µl of 2 mg Fe/kg of conjugated 

MPIOs) and lasted 17-20 min. The quality of conjugated MPIOs was systematically checked in a naive mouse, by 

stereotaxic injection of lipopolysaccharide (1µl, 1mg/kg) in the striatum (0.5mm anterior, 2.0mm lateral, -3mm 

ventral to the Bregma).  

Furthermore, a high-resolution angiography (Figure S1) was performed using a 3D FLASH sequence suppressing 

signals from static tissue (FOV = 30×16×8.4mm3; MTX = 300×160×84; Resolution 100×100×100μm3; FA = 80°; 

TE/TR=3.1/16ms; Number of average (NA) = 6; scantime 16 min) in mice subjected to the severe TBI. 

 [3H]DPA-714 autoradiography  

Seven days (n=7 mice/group) or 21 days (n=6 mice/group) after mild TBI, brains were harvested, frozen in 

isopentane cooled at -35°C and stored at -80°C. Coronal brain sections 20-μm thick (coordinates: Bregma -2.30 

mm according to Franklin & Paxinos) were sliced using a cryostat at -20°C (CM 3050S™, Leica, Germany), 

dropped off on gelatinized slides and stored at -80°C for at least 4 days. The density of TSPO binding sites was 

measured by in vitro autoradiographic experiments using [3H]DPA-714 (Prepared according to (Damont et al., 

2015); Molar activity 2.01 GBq/µmol) according to the method used in Foucault-Fruchard and colleagues (2017).  

Brain sections were allowed to equilibrate at RT for 3 hours and then incubated with 1 nmol/L of [3H]DPA-714 in 

50 mmol/L Tris–HCl buffer pH 7.4 at room temperature for 60 minutes. The non-specific binding was measured 

in the presence of 1 μmol/L PK-11195 (Sigma Aldrich, Lyon, France). Sections were rinsed twice in ice cold 

buffer (4°C) for 5 minutes, then briefly in distilled water at 4°C and dried at room temperature. Acquisitions were 

compiled over a period of 4 hours using the β-imager™ 2000 (Biospace Lab, Paris, France). Four sections were 

analyzed per mouse. ROIs were manually drawn on the hippocampus and frontal cortex in the intact and lesioned 

sides of the brain. The level of bound radioactivity was directly determined by counting the number of β-particles 

emitted from the delineated area using the β-vision software (Biospace Lab, France). The radioligand signal in the 

ROIs was expressed as counts per minute per square millimeter (cpm/mm2). Specific binding was determined by 

subtracting nonspecific binding from total binding. 

MicroPET experiments 

PET experiments were conducted 21 days post mild TBI (5 mice). [18F]DPA-714 was prepared as described 

elsewhere (Serrière et al., 2015) and obtained with a molar activity of 96 GBq/µmol at the time of injection. Mice 

were anesthetized with isoflurane (Baxter, France), at 4-5% in O2 for induction and then 1.5-2% during scanning, 

and placed on a thermo-regulated bed (Minerve, France) in the prone position with a nose cone. Acquisitions were 

made on a microPET-CT SuperArgus system (Sedecal, Madrid, Spain) which has an effective axial/transaxial field 

of view (FOV) of 4.8/6.7 cm, a spatial resolution less than 2 mm and a sensitivity above 2.5% in the whole FOV. 

Before PET acquisition, a 5-minute computed tomography (CT) scan was acquired for attenuation correction. 
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[18F]DPA-714 was administered into the tail vein as a bolus (22±1 MBq). During the 50 minutes of PET 

acquisition, the respiratory rate and body temperature were monitored and kept as constant as possible.  

The PET list-mode scans were rebinned into 27 frames: 4 frames of 10-seconds followed by 4 of 20-seconds, 4 of 

60-seconds, 14 of 180-seconds, and 1 of 120-seconds. Each scan was corrected for randoms, scatter and 

attenuation, and the images were reconstructed using a 2D OSEM algorithm (GE Healthcare, France) into voxels 

of 0.3875 × 0.3875 × 0.775 mm3. Dynamic PET images were corrected for partial volume effect using a Reblurred 

Van Cittert approach (Carasso, 1999). The estimation of the system point spread function (PSF) was slightly 

narrowed to avoid Gibbs ringing artifacts. Data summed over the entire acquisition were used for image 

registration. Since brain anatomy is very similar for mice of similar weight relatively to PET resolution, registration 

was accomplished as a rigid body transformation, with no warping or scaling. Each summed scan was individually 

smoothed with a Gaussian filter to improve the signal-to-noise ratio and to reduce the bias of misregistration into 

Mirrione template space. For this smoothing, a kernel of 0.6 x 0.6 x 0.6 mm3 FWHM was used. Each scan was 

coregistered using PMOD v3.4 software (PMOD Technologies Ltd, Switzerland) to a 18FDG PET template in 

Mirrione coordinates using a mutual information similarity function with Powell’s convergence optimization 

method (Mirrione et al., 2007). The registered images were then used to create a template that was also registered 

to Mirrione space. Finally, all initial PET images were registered again to this template. The results were visually 

checked for misregistration. To normalize the [18F]DPA-714 uptake, tissue activity was divided by the average 

whole brain activity. Each voxel of the 3D volume was paired with its corresponding contralateral voxel. Individual 

differences were calculated between paired voxels and 3D z-scores maps were calculated using a paired Wilcoxon 

non-parametric test. The statistical threshold was set at p<0.01. Based on the Mirrione’s template, regions of 

interest of at least 50 contiguous significant voxels were drawn from the z-score map using PMOD v3.2 software 

(PMOD Technologies Ltd, Switzerland). These regions of interest were then applied to individual [18F]DPA-714 

images to retrieve [18F]DPA-714 uptake values in each brain.  

 

Immunohistochemistry  

Seven or 21 days post-TBI, deeply anesthetized mice were transcardially perfused with cold heparinized saline 

(15 mL) and fixed with 100 mL of 2% paraformaldehyde and 0.2% picric acid phosphate buffer (pH 7.4) (n=6 

mice/group). Brains were post-fixed with 2% paraformaldehyde and 0.2% picric acid phosphate buffer (18 hours; 

4°C) and cryoprotected (sucrose 20% in PBS; 24 hours; 4°C) before freezing in Tissue-Tek (Miles Scientific, 

Naperville, IL, USA). Cryostat-cut sections (10 μm) were collected on poly-lysine slides and stored at – 80°C 

before processing.  

Sections were co-incubated overnight with rabbit polyclonal anti-mouse Iba1 (1:1000, Wako 019-19741), rat 

polyclonal anti-mouse CD68 (1:1000, Abcam 53444), goat polyclonal anti-mouse P-selectin (1:1000, RD System 

AF737), chicken polyclonal anti-mouse GFAP (1:2000, Abcam 4674) and rabbit polyclonal anti-mouse Laminin 

(1:1500, Abcam 11575). Primary antibodies were revealed by using Fab’2 fragments of Donkey anti-rabbit linked 

to FITC or Cy5, anti-rat linked to Cy3, anti-goat IgG linked to FITC (1:600, Jackson ImmunoResearch, West 

Grove, USA). Washed sections were coverslipped with antifade medium containing DAPI. Epifluorescence 

images were digitally captured using a Leica DM6000 epifluorescence microscope-coupled coolsnap camera, 
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visualized with Leica MM AF 2.2.0 software (Molecular Devices, USA) and further processed using ImageJ 1.52k 

software. 

Statistical analyses  

Results are the mean ± SEM. For immunohistochemical analyses, cell counts were compared between ipsilateral 

versus contralateral regions of interest by the nonparametric Wilcoxon paired test (Statview software). For 

cognitive functions, to compare the new arm discrimination and to compare the open field variables between each 

time we performed Friedman ANOVA followed by Wilcoxon paired test (Statistica). For autoradiography, 

comparisons between the binding both sides were performed using the 2-way ANOVA and Bonferroni post-hoc 

test. The level of significance was p<0.05 (GraphPad Prism software v5, San Diego, Calif., USA). The intra-animal 

comparison of  [18F]DPA-714 uptake between the ipsi and contralateral sides in a brain area was performed using 

a Student t-test (GraphPad Prism software v. 5, San Diego, Calif., USA). 

 

Results 

Despite the lack apparent lesion on conventional MRI, a single mild TBI induces long-term functional deficits 

We first characterized our model of closed-head CCI to tailor the biomechanical injury to a degree not associated 

with brain damage on conventional MRI, thus mimicking single mild TBI. Two depths of CCI (Figure 1A) were 

analyzed by 7T MRI 24h after TBI (Figure 1B). CCI at 1.5 mm depth did not induce any skull fracture and did not 

translate into measurable parenchymal lesion or bleeding on MRI (Figure 1C-1D). By contrast, CCI at 2.0 mm 

depth lead to a skull fracture, bleeding in the brain in some animals, and to a 6 mm3 edematous lesion (n=7-8 

mice/group; Figure 1C-1D). We thus selected CCI at 1.5 mm as a model of mild TBI (miTBI) and CCI at 2 mm 

as a model of moderate-to-severe TBI (modTBI). In both groups, mice lost weight 24h after surgical procedure. 

Interestingly, miTBI mice recovered their weight at 7 days, while modTBI mice did not (Figure 1E). 

Spatial memory was evaluated using the Y maze 7 days before, then 7 and 21 days post-miTBI (Figure 2A). As 

expected in this test, mice were initially able to differentiate the new arm and the two familiar arms (Figure 2B). 

However, mice were no longer able to discriminate arm A and the newly open arm 7 days after miTBI (Figure 

2B). Interestingly, this deficit was transient, since mice were able again to discriminate the new arm and the two 

familiar arms 21 days after miTBI (Figure 2B). 

We also evaluated the general activity of mice using the open field test (Figure 2C). We found an important 

decrease in the velocity (-38% vs before surgery; Figure 2D), the total distance (-35% vs before surgery; Figure 

2E), and the time in movement (-27% vs before surgery; Figure 2F) in miTBI animals 7 and 21 days after miTBI. 

We did not detect anxiety-like behaviour, since animals did not reduce their time spent in the center of the open 

field after surgery (Figure 2G). 

Mild TBI does not induce cerebrovascular inflammation 

In the absence of macroscopic lesion, we suspected that subtle tissue alterations may explain these behavioural 

deficits. In a previous study, we found in a mouse model of transient ischemic attack, that while conventional MRI 
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detects no damage, molecular MRI, using MPIOs targeting the adhesion molecule P-selectin, allows a sensitive 

detection of an area of cerebrovascular inflammation (Quenault et al., 2016). We postulated that miTBI could as 

well induce an activation of the cerebral endothelium, and we thus transposed molecular imaging of P-selectin to 

our model of miTBI, 7 or 21 days post miTBI (Figure 3D). MPIOs coated with antibodies against P-selectin (Figure 

3A; n=5 mice/time) were indeed able to bind the cerebral endothelium challenged by LPS-induced inflammation 

in the striatum (Figure 3B for immunohistochemistry and Figure 3C for molecular MRI). However, ultrasensitive 

MRI after administration of aP-selectin MPIOs in miTBI mice did not detect any positive signal on MRI 7 nor 21 

days post miTBI (Figure 3E). This was confirmed by an immunohistochemistry analysis, showing no P-selectin 

expression in brain blood vessels after miTBI (Figure 3F; n=6 mice/time). These data coincide with the absence 

of any leukocyte infiltration into the brain parenchyma after miTBI (data not shown). In addition, we confirmed 

that the lack of MRI signal was not due to a failure of the technique: in a model of severe TBI, aP-selectin MPIOs 

induced a strong signal in the ipsilateral hemisphere, which coincides with the analysis of P-selectin expression by 

immunohistochemistry (Figure S1). The specificity of the signal was also confirmed by injecting MPIOs 

conjugated to isotypic immunoglobulins, which induced no signal visible by MRI (Figure S1).  

Mild TBI induces a long-lasting astrogliosis in both the cortex and hippocampus 

We also performed immunohistochemical analyses 7 and 21 days post miTBI to assess astroglial activation as an 

index of neuro-inflammation (Figure S2, n=6 mice/group). We checked astrocytic reactivity by GFAP staining 

and found, in the ipsilateral cortex, an increase in the number of GFAP positive astrocytes 7 days after miTBI 

(+385% vs contralateral hemisphere), which was even more pronounced 21 days after miTBI (+1218% vs 

contralateral hemisphere). Interestingly, we found evidence of neuroinflammation at distance compared to the 

impact. There was a notable astrocytic reactivity in the hippocampus of mice 7 days after miTBI (see dotted 

rectangles in Figure S2; +123% vs contralateral hemisphere). Hippocampal astrocyte numbers also increased 21 

days after miTBI, but less than 7 days after miTBI (+119% vs contralateral hemisphere).  

Mild TBI induces a strong microglial/macrophage activation in both the cortex and hippocampus 

Seven days after miTBI, the number of microglial cells also increased in the ipsilateral cortex (Figure 4B-C, +148% 

vs contralateral hemisphere), as did the number of activated microglial cells (Figure 4B-C, +774% vs contralateral 

hemisphere). We also found an increased number of CD68 positive but Iba1 negative cells located near blood 

vessels, which we identified as macrophages/perivascular macrophages (Figure 4B-C, +233% vs contralateral 

hemisphere). Interestingly, microglial activation as well as the proportion of macrophages/perivascular 

macrophages markedly increased 21 days after miTBI (Figure 4D-4E, respectively +219, +755 and +239% vs 

contralateral hemisphere).  

Microglial cell number also markedly increased 7 days after miTBI in the ipsilateral hippocampus, as well as 

activated microglia and macrophages/perivascular macrophages (Figure 5A-5B, respectively +163, +379 and 

+230% vs contralateral hemisphere). This increase persisted up to 21 days after miTBI, but to a lesser degree than 

at 7 days for all cell types (Figure 5C-5D, respectively +123, +278 and +152% vs contralateral hemisphere).  

MicroPET imaging of TSPO unmasks neuroinflammation after mild TBI  
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The long-lasting activation of microglia observed after miTBI opened interesting avenues. Aiming at providing a 

detection tool transferable to the clinic, we took advantage of the development of radiolabeled ligands of TSPO, a 

marker of microglial activation. First, autoradiography was performed with [3H]DPA-714 (Figure 6A shows 

representative images). In the cortex, a significantly higher specific binding of [3H]DPA-714 was measured in the 

ipsilateral vs contralateral hemisphere both at 7 days (8.90 ± 1.00 vs 4.64 ± 0.22 cpm/mm2, p<0.001, two-way 

ANOVA) and 21 days (8.73 ± 0.57 vs 5.52 ± 0.34 cpm/mm2, p<0.001, two-way ANOVA) after miTBI (Figure 

6A). In the hippocampus a significantly higher specific binding of [3H]DPA-714 was measured in the ipsi vs 

contralateral hemisphere both at 7 days (10.14 ± 0.51 vs 6.14 ± 0.32 cpm/mm2, p<0.001, two-way ANOVA) and 

21 days (10.04 ± 0.23 vs 6.78 ± 0.25 cpm/mm2, p<0.001, two-way ANOVA) after miTBI (Figure 6A). 

These positive in vitro autoradiography studies prompted us to explore TSPO imaging in vivo using the fluor-18 

labeled analog of DPA-714. Analyses of microPET acquisitions thus showed that the average images of [18F]DPA-

714 uptake detect an increased binding of the tracer in the cortex 21 days after miTBI (n=5 mice/group; Fig.6B). 

The Z-score maps revealed a significant increased uptake of [18F]DPA-714 in the ipsilateral vs. contralateral cortex 

with a z-score value of 6.05 ± 1.86 (Figure 6C; p=0.0015). A small but significant increase in the ipsilateral uptake 

of [18F]DPA-714 was also observed in a group 50 voxels located in the hippocampus (Figure 6D) with a z-score 

value of 5.74 ± 1.32 (p=0.0022). 

 

Discussion 

In the clinical setting, the vast majority (70–90%) of TBI patients suffer from mild TBI. For these patients, 

there is limited medical intervention, for both diagnosis and acute therapy, and even less at the mid- and long-

terms. However, a significant portion of this population suffers persisting neurocognitive dysfunctions (Maas et 

al., 2017).  

The most studied populations of patients with miTBI are pediatric individuals, soldiers and sports players, who 

can all be exposed to repeated miTBI (which can result in a pathology known as chronic traumatic 

encephalopathy). There is compelling evidence showing that these patients develop brain abnormalities that likely 

explain long-term deficits (Fehily et al., 2017). A better knowledge of potential pathogenic mechanisms, even after 

a single event of miTBI, is mandatory for patients, but clinical observations are sparse and animal models not 

always relevant to the clinical situation.  

We thus chose to investigate pathogenic mechanisms in a murine model of miTBI, the closed-head controlled 

cortical impact, and adopted an imaging-guided strategy, compatible with the clinical setting. This model has 

several advantages, including preservation of the skull and dura, and the fact that injury severity can be graded by 

adjusting impact depth and/or velocity (Ren et al., 2013). Accordingly, we show that under a specific threshold of 

impact depth, conventional MRI detects neither contusion nor bleeding. Yet, animals in this case acutely lost 

weight, but more importantly, exhibited transient deficits in spatial memory and deficits in general activity 

persisting at least after 21 days. This highlights the importance of considering patients with a single event of miTBI 

as patients with potentially invalidating disabilities later in life.  
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We thus sought to adopt a problem-solving approach, in which translatable imaging modalities could provide 

evidence of tissue damage in miTBI patients. Formerly, we found that in experimental transient ischemic attack, 

a condition with no infarction on conventional imaging, molecular MRI targeting endothelial activation can 

uncover an area of inflammation, with a high sensitivity [21]. However, this strategy has not proven efficiency in 

the present model of miTBI, concordant with immunohistological analyses. In contrast, no signal was observed in 

the present model of mTBI, concordant with immunohistological analyses of p-selectin expression. These findings 

indicate that in case of subthreshold injury endothelial damage is a key event in stroke but not TBI and suggest 

that therapeutic interventions focusing on leukocyte recruitment may be relevant to moderate-severe TBI 

(Needham et al., 2019; Vegliante et al., 2019) but not be adequate in miTBI patients.  

By contrast, we found a marked parenchymal inflammatory response, which concerned all glial cell types involved 

in inflammation (astrocytes, microglia and macrophages). We found that a single miTBI induces a persistent neuro-

inflammatory response up to 3 weeks post injury. This is consistent with histological observations in a small sized 

study on human biopsies (Engel et al., 2000). Tracking this neuro-inflammatory response could serve both 

diagnostic and therapeutic purposes.  

Nuclear imaging has to date not paid much attention to patients with miTBI. SPECT and PET studies have mostly 

been performed to investigate perfusion and metabolic disturbances (Raji et al., 2018). Alternative imaging 

biomarkers should be helpful such as TSPO imaging for which a great number of radiotracers are available, and 

which is already used in several human neurodegenerative (Werry et al., 2019) and non-neurodegenerative 

(Ghadery et al., 2019) disorders. With TSPO imaging, Coughlin and colleagues have provided alarming data 

showing that repetitive miTBI in NFL players induce a significant neuro-inflammatory response, which may relate 

to brain dysfunctions (Coughlin et al., 2015). Higher TSPO signals have also been reported and also long after 

single events of moderate and severe TBI (Folkersma et al., 2011; Ramlackhansingh et al., 2011). To our 

knowledge, no data is available for patients after a single mild TBI. 

SPECT and PET TSPO imaging has also been used to show microglial activation in several animal models of 

moderate and severe TBI (Venneti et al., 2007; Cao et al., 2012; Grossman et al., 2012, Donat et al., 2016; Israel 

et al., 2016). Our data add to a previous microPET study, in which however miTBI was not associated with a 

higher brain uptake of [18F]DPA-714 (Israel et al., 2016). In our mild TBI model, we first explored TSPO 

expression using in vitro quantitative autoradiography with [3H]DPA-714 because it is known that the spatial 

resolution of autoradiograms is higher with [3H]-labeled than [18F]-labeled tracers (Strome et al., 2005). This 

allowed us to detect an increased signal in the ispi-lateral cortex and hippocampus both at 7 and 21 days post-

injury, which was also visible by [18F]DPA-714 in vivo PET imaging at 21 days post-injury. These data 

successfully corroborated immunohistological analyses and unmasked the spatio-temporal development of a 

parenchymal inflammatory response after a single miTBI. The cell origin of TSPO expression can be multiple, as 

microglia, astrocytic and endothelial cells can be involved (Lavisse et al., 2012 ; Guilarte et al., 2019). As no 

cerebrovascular inflammation was detected by P-selectin MPIOs in our experimental conditions, it can be assumed 

that the TSPO increased density that we observed was related to glial cells. It would be of high value to more 

precisely assess if this glial activation was related to the pro-inflammatory M1, the anti-inflammatory M2 or 

intermediate phenotypes. Indeed, conflicting findings are reported on the extent to which TSPO overexpression is 

associated to a pro- or anti-inflammatory phenotype (Owen et al., 2017 ;  Beckers et al., 2018) although very recent 
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data demonstrated that it was selective for pro-inflammatory polarized astrocytes and microglia (Pannell et al., 

2020). Concurrently, a very recent study with the TSPO tracer  [18F]PBR111 has suggested that combining PET 

and DTI could help predicting long term functional outcome found after moderate TBI (Missault et al., 2019).  It 

would be interesting to evaluate this prognosis value after mild TBI. 

The neuroinflammatory response can participate in the functional deficits we observed. Indeed, this inflammatory 

response to miTBI occurred not only immediately underneath the biomechanical impact (ie, at the cortical level), 

but also deeper in the brain, in the hippocampus, a structure well-known to control key memory processes. The 

inflammatory response peaked at 7 days in the hippocampus, but increased for at least 21 days in the cortex. It is 

reasonable to associate this long-lasting and expanded parenchymal neuroinflammation to functional deficits, since 

neuroinflammation has already been associated with cognitive deficits in obesity (Miller et al., 2014), Alzheimer’s 

disease (Bettcher et al., 2014), sepsis (Schwalm et al., 2014) and depression (Hermida et al., 2012).  

It is tempting to speculate that preventing the neuro-inflammatory response after miTBI could limit long-term 

disabilities. However, the actual positive or negative contribution of this response has to be clarified, and may well 

be time- and phenotype-dependent (i.e., early vs late response, M1 vs M2 phenotype; Needham et al., 2019). It 

could be interesting also to determine whether microglial/astrocytic activation and macrophage infiltration 

illustrate an inflammatory priming (Hughes et al., 2010; Ramaglia et al., 2012; Norden et al., 2015). Nevertheless, 

it is important to highlight here that all of our immunohistological analyses were performed comparing ipsi- and 

contralateral hemispheres. The differences that we found might underestimate the power of the neuroinflammatory 

reaction that occurred in our model of mild TBI since neuroinflammatory processes can also occur in the 

contralateral hemisphere after TBI (ref).  

In conclusion, we provide a solid proof of concept that one single mild TBI can induce a long-lasting behavioural 

deficits, as well as a neuroinflammatory response, despite no lesion detectable by conventional imaging 

techniques. As revealed by our microPET study, we propose that patients with miTBI and persistent cognitive 

abnormalities could be subjected to TSPO imaging, and then evaluate whether inflammatory changes might be 

responsible for functional sequelae extending our findings and possibly opening new therapeutic avenues.  
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Figures legends: 

Figure 1. Mild TBI does not induce brain damage detectable with conventional MRI, while moderate TBI does. 

(A) Experimental design showing that two depths of impact have been compared in the CCI model. (B) 

Representative T2-weighted and T2*-weighted MRI acquisitions in mice 24 hours after mild or moderate TBI. (C) 

Corresponding quantifications of contusion (C) and hemorrhage (D) volumes measured with T2-weighted and 

T2*-weighted MRI acquisitions, respectively. N=7/8 mice per group. * p<0.05 vs mild TBI; **p<0.01 vs mild 

TBI; ***p<0.001 vs mild TBI, Mann-Whitney test; # p<0.05 vs d0; ## p<0.01 vs d0, Wilcoxon test. Red arrows 

indicate the site of impact. 

 

Figure 2. Mild TBI induces long term behavioural deficits. (A) Schematic representation of Y maze behavioral 

test. (B) Quantification of the percentage of entries in the new arm 7 days before and 1 and 3 weeks after mild 

TBI. (C) Representative sample traces (upper panels) and merged heatmaps (bottom panels) in the open field of 

mild TBI mice 7 days before, 7 and 21 days after mild TBI. Corresponding quantification of the velocity (D, in 

m/s), total distance moved (E, in cm), time in movement (F) and time spent in the center (G). N=10 mice per group, 

#p<0.05 vs new arm, Wilcoxon paired-test; ## p<0.01 vs d-7 Wilcoxon paired-test. 

 

Figure 3. Mild TBI does not induce cerebrovascular inflammation. (A) Schematic representation of a targeted 

MPIO. (B) Representative photomicrographs of aP-selectin MPIOs (arrows) along P-selectin positive (green) 

brain vessels stained with laminin (cyan). (C) Representative T2*-GEFC αP-selectin MPIO acquisition in a mouse 

subjected to an intrastriatal injection of LPS as a positive control. (D) Experimental design showing that 7 or 21 

days after mild TBI, mice were subjected to molecular imaging and immunohistochemical (IHC) analyses of P-

selectin expression.  (E) Representative T2*-GEFC αP-selectin MPIO acquisitions 1 week (upper panel) and 3 

weeks after mild TBI (N=6 mice per time). (F) Representative photomicrographs of P-selectin immunostaining 1 

and 3 weeks after mild TBI (for additional controls, see supplementary figure 1). 
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Figure 4. Mild TBI provokes a long lasting cortical inflammation. (A) High magnification of an activated 

microglial cell, expressing both Iba1 and CD68. (B) Representative photomicrographs of microglial cells, as well 

as activated microglia and macrophages in the cortex 1 week (C) or 3 weeks (D) after miTBI. Corresponding 

quantification of total microglial cell numbers, activated microglia and macrophages 1 week (C) and 3 weeks (E) 

after miTBI. N=6 mice per group, p<0.05 vs contralateral cortex, Wilcoxon test. 

 

Figure 5. Mild TBI provokes a long lasting hippocampal inflammation. Representative photomicrographs of 

microglial cells, as well as activated microglia and macrophages in the hippocampus 1 week (A) and 3 weeks (C) 

after miTBI. Corresponding quantification of total microglial cell numbers, activated microglia and macrophages 

1 week (B) and 3 weeks (D) after miTBI. N=6 mice per group, p<0.05 vs contralateral hippocampus, Wilcoxon 

test. 

 

Figure 6. Neuroinflammation after mild TBI provokes is detectable by PET imaging. (A) TSPO expression 

investigated by in vitro autoradiographic experiment. Representative brain sections of [3H]DPA-714 

autoradiography 1 week and 3 weeks after miTBI (upper panel). The specific binding of [3H]DPA-714 was 

quantified (lower panel) in the cortex and hippocampus of coronal brain sections in the lesioned (ipsi-) and 

contralateral (intact) side. ***p<0.001; 2-way ANOVA; n=7/group. (B) TSPO expression investigated by in vivo 

PET experiments. (left panel) Fusion images between a MRI template and images of averaged uptake of  [18F]DPA-

714 with from left to right 2 coronal images corresponding to coronal plates of the Franklin and Paxinos atlas at -

1.94 mm and -2.92 mm from the bregma, along with a sagittal plate showing an increased uptake of [18F]DPA-

714 in the retrosplenial cortical area. (right panel) Example of a coronal image of Z-score maps fused with a MRI 

template showing in red the significant increased uptake in [18F]DPA-714 in the ipsilateral vs. contralateral 

hemisphere (p<0.01). n=5. (C) The Z-score maps revealed a significant increased uptake of [18F]DPA-714 in the 

ipsilateral vs. contralateral cortex with a z-score value of 6.05 ± 1.86 (p=0.0015). (D) The uptake of [18F]DPA-714 

was also increased in the hippocampus  with a z-score value of 5.74 ± 1.32 (p=0.0022). 

 

 

 



Supplementary legends  

Figure S1. Controls for molecular MRI. (A) Schematic representation of the experimental 

design showing that severe TBI was induced after craniectomy. (B) Representative T2-

weighted and T2*-weighted MRI acquisitions in mice 24 hours after severe TBI. (C) 

Representative projection of signal obtained with MPIOs coupled to either an antibody against 

P-selectin, or a control immunoglobulin. Signals are mapped on a template and on the 

corresponding angiography. (D) Representative T2*-GEFC αP-selectin MPIO acquisition in a 

mouse subjected to severe TBI and corresponding quantification in the lesioned (ipsi-lateral) 

and contra-lateral sides. **p<0.01; t-test, n=3. (E) Representative ICH patterns of P-Selectin in 

the lesioned area. 

 

Figure S2. Mild TBI provokes a long lasting astrogliosis. (A) GFAP positive astrocytes were 

found in the cortical layer 1 week after miTBI. (B) Quantification of astrocyte numbers 1 week 

after miTBI. (C) Astrocytes were found abundantly in the cortex 3 weeks after miTBI. (D) 

Quantification of astrocyte numbers 3 weeks after miTBI. (A) GFAP positive astrocytes were 

found abundantly in the hippocampus 1 week after miTBI. (B) Quantification astrocyte 

numbers 1 week after miTBI. (C) Astrocytes were found in the hippocampus 3 weeks after 

miTBI. (D) Quantification of astrocyte numbers 3 weeks after miTBI. 
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Étude translationnelle des interactions cerveau-foie da s les t ou les de l’usage de l’al ool 
 

Résumé 
 

Chez les patients ave  u  t ou le de l’usage de l’al ool (TUAL), les atteintes hépatiques et cérébrales 
sont fréquentes et variées dans leur nature et leur sévérité. Cette hétérogénéité est notamment due 
au  odalit s de la o so atio  d’al ool, au te ai  g ti ue et au  o o idit s. L’i fla atio  
pourrait jouer un rôle central dans le développement de ces atteintes, notamment dans la 
o u i atio  e t e le foie et le e veau. L’o je tif de ette th se est do  d’ tudie  le 

développement des atteintes hépatiques et cér ales ai si ue le ôle de l’i fla atio  hez les 
patie ts TUAL et da s deux od les a i aux d’expositio  h o i ue à l’al ool. Nous avons ainsi 

o t  ue hez les patie ts TUAL, l’i fla atio  s st i ue est o l e à la fi ose h pati ue et 
au volu e al. Da s u  od le de at ave  u e p f e e g ti ue pou  l’al ool, u e po se 
inflammatoire locale est observée au niveau cérébral et hépatique et accompagne les atteintes 

ales volu i ues et d’i t g it  des fi es, si ilai es à elles des patie ts TUAL , ap s  ois 
d’e positio  à l’al ool. L’ tude lo gitudi ale da s u  od le u i  sa s p dispositio  g ti ue à 
l’al ool, a o t  u’u e o so atio  h o i ue d’al ool au  es doses ue pou  la sou he 
p f e te  ause des attei tes og itives et ot i es e  l’a se e d’a o alies ales d te ta les 
à l’IRM, ais a o pag es e  eva he d’i fla atio  hépatique et une activation microgliale au 

iveau al. Les p iodes p t es d’a sti e e e t ai e t u e i fla atio  p iph i ue plus 
s v e et s’agg ava t ave  l’âge. L’i hi itio  de la po se i fla atoi e ale à t ave s l’i je tio  
de minocy li e favo ise la di i utio  spo ta e de la o so atio  d’al ool, ais ’a pas d’effet 

fi ue su  les d fi its og itifs. L’i fla atio  se le t e u  fa teu  p i o dial da s la 
communication entre le foie et le cerveau, et il est nécessaire de cibler les bons acteurs des processus 
inflammatoires dans les potentiels traitements pour diminuer non seulement la consommation 
d’al ool ais aussi les d fi its o po te e tau  et au  hez les patie ts TUAL.   

 

Mots-clés : alcool, cerveau, foie, inflammation, translationnel. 

 

Abstract  
 

In AUD patients, hepatic and cerebral lesions are frequent and varied in their nature and severity. This 
heterogeneity is notably due to the parameters of alcohol consumption, genetic background and 
comorbidities. Inflammation could play a central role in the development of these disorders, especially 
in the communication between the liver and the brain. The objective of this thesis was to study the 

development of liver and brain damage as well as the role of inflammation in AUD patients and in 

two animal models of chronic exposure to alcohol. We have shown that in AUD patients, systemic 
inflammation is correlated with hepatic fibrosis and brain volume. In a rat model with a genetic 
preference for alcohol, a local inflammatory response is observed in the brain and liver and 
accompanies brain damage (volume and fiber integrity, similar to that of AUD patients), after 12 
months exposure to alcohol. The longitudinal study in a mouse model without genetic predisposition 
to alcohol, showed that chronic alcohol consumption (at the same doses as for the alcohol-preferring 
strain) causes cognitive and motor damage in the absence of detectable brain abnormalities on MRI, 
but was accompanied by liver inflammation and microglial activation in the brain. Repeated periods of 
cessation lead to more severe peripheral inflammation, which worsens with age. The inhibition of the 
brain inflammatory response through the injection of minocycline promoted the spontaneous 
decrease in alcohol consumption, but had no beneficial effect on cognitive deficits. Inflammation 
seems to be a primary factor in the communication between the liver and the brain, and it is necessary 
to target the right actors of the inflammatory processes in the potential treatments to reduce not only 
the consumption of alcohol but also the behavioral and cerebral deficits in AUD patients. 
 

Key words: alcohol, brain, liver, inflammation, translational  


