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Résumé : Le Syndrome d'Alcoolisme Placentaire : impact fonctionnel de 

l'alcoolisation in utero 

En France, le syndrome d’alcoolisme fœtal (SAF) touche 2‰ des naissances. C’est une 

atteinte sévère, caractérisée par des anomalies morphologiques, des atteintes 

neurologiques sévères et des troubles neurocognitifs et neurocomportementaux, qui sont 

en général la conséquence d’une consommation d’alcool chronique pendant la grossesse. 

Cependant, des femmes consomment de manière « involontaire » en début de grossesse, 

de manière « festive » en dose unique ou de manière sporadique. Au jeu du hasard de 

l’exposition in utero à l’alcool, certains enfants ont développé des troubles neurocognitifs 

et neurocomportementaux. L’ensemble de ces troubles causés par l’alcoolisme fœtal 

(TCAF) a permis un nouvel axe d’étude de l’exposition prénatale à l’alcool (EPA). En 

France, les TCAF représentent 1% des naissances et leur diagnostic est ardu et souvent 

tardif du fait de l’absence d’anomalie morphologique. Dès lors, l’enjeu majeur de la 

recherche sur la toxicité de l’alcool est de trouver des biomarqueurs d’exposition in utero 

pour détecter et prendre en charge précocement ces enfants. Le projet AlcoBrain, porté 

par le Dr Gonzalez, a pour but d’étudier en première ligne la toxicité de l’alcool sur le 

placenta et le cerveau fœtal dans un modèle murin. Le placenta est un organe transitoire 

essentiel au développement et à la croissance du fœtus. Il assure différentes fonctions, 

dont le rôle de barrière sélective vis-à-vis d’agents pathogènes et toxiques maternels. 

L’alcool, après absorption, atteint rapidement la circulation utero-placentaire et traverse 

aisément les membranes afin d’être distribué à l’ensemble des tissus fœtaux. Ainsi, il 

devient indispensable de rechercher des biomarqueurs d’exposition prénatale à l’alcool 

et le placenta pourrait être un candidat idéal dans cette quête. Très peu d’études 

concernent l’effet de l’alcool sur le placenta humain. Le but de ce travail a été d’étudier 

l’impact fonctionnel de la consommation d’alcool pendant la grossesse sur le placenta 

humain. Les résultats de ces travaux de recherche ont été orientés selon trois grands axes. 

Le premier a été la description du syndrome d’alcoolisme placentaire (SAP) et notamment 

l’étude de l’impact de l’alcool in vitro et in vivo sur les fonctions placentaires essentielles 

au cours de la grossesse (fonction endocrine, fonction de transport de molécules, fonction 

métabolique). Le deuxième axe a été de décrire la neuroplacentologie, avec notamment la 

cartographie de récepteurs neuronaux dans le placenta humain, l’impact de l’alcoolisation 

in vivo sur cet axe placenta-cerveau et des voies de signalisation essentielles à la mise en 

place du réseau cortical. Enfin le troisième axe a été la recherche de biomarqueurs 
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placentaires d’alcoolisation au cours de la grossesse, en lien avec les recherches du Dr 

Gonzalez et son équipe sur le modèle murin, ainsi que sur l’étude de la toxicité de l’alcool 

sur les voies impliquées dans survie cellulaire du placenta. En conclusion nous avons 

montré que l’alcool impacte considérablement les fonctions placentaires essentielles au 

bon développement du fœtus et particulièrement en lien avec le cerveau ; ces résultats 

nous ont permis d’obtenir des caractéristiques mesurables de l’alcoolisation in utero et 

identifier clairement les mécanismes fonctionnels de la toxicité de l’alcool sur le placenta 

au cours de la grossesse. 

Mots clés :  

Biomarqueurs d'exposition prénatale à l'alcool- Troubles de la grossesse- Exposition 

fœtale à l'alcool -TCAF- toxicité placentaire- Biomarqueurs -Placenta- biomarqueurs 

placentaire- Développement neuronal - Axe placenta-cerveau -neuroplacentologie   
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Abstract: Placental Alcoholism Syndrome: functional impact of in utero alcohol 

exposure 

In French, fetal alcohol syndrome (FAS) affects 2‰ of births. FAS is a severe condition, 

that involves morphological abnormalities, brain impairment and social and behavioural 

disabilities, which are usually the result of chronic alcohol consumption during 

pregnancy. A growing number of women consume alcohol involuntarily at the beginning 

of their pregnancy or at festive occasions in single doses or sporadically. These random, 

risky behaviours have produced children with various neurocognitive, neurobehavioral, 

and social disorders. A new focus of research on prenatal alcohol exposure has emerged 

as a result of these foetal alcohol spectrum disorders (FASD). (FASDs). In French country, 

FASD affects 1% of births and their diagnosis is difficult and often delay due to the absence 

of morphological abnormalities. Therefore, the major challenge in alcohol toxicity 

research is to identify the biomarkers of foetal alcohol exposure in utero in order to detect 

and treat children with these syndromes as early as possible. The AlcoBrain project, led 

by Dr Gonzalez, aims to study, on the front line, the toxicity of alcohol on the placenta and 

fetal brain in a mouse model. The human placenta is a transient organ that essential for 

the development and growth of the fetus. As the only interface between the mother and 

the foetus, it performs various functions, including the role of a selective filter to maternal 

pathogens and toxic agents. Alcohol, after absorption, quickly reaches the utero-placental 

circulation and passes freely from the maternal blood to the placental villi, allowing it to 

rapidly enter the foetal circulation. Thus, it becomes essential to search for biomarkers of 

prenatal alcohol exposure and the placenta may be a potential source for this quest. Very 

few studies concern the impact of alcohol on the human placenta. The purpose of this 

work was to study the functional impact of alcohol consumption during pregnancy on the 

human placenta. The results of this research work were articulated around three main 

axes. The first was the description of placental alcoholism syndrome (PAS) and in 

particular, the study of the impact of alcohol in vitro and in vivo on the essential placental 

functions during pregnancy (endocrine function, molecule transport function, metabolic 

function). The second axis was to describe neuroplacentology, including the mapping of 

neuronal receptors in the human placenta, the impact of in vivo alcoholism on this 

placenta-brain axis and on signaling pathways essential for the establishment of the 

cortical network. Finally, the third axis was the search for placental biomarkers of 

alcoholism during pregnancy, linked with the research of Dr Gonzalez and his team on the 
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mouse model; as well as on the study of the toxicity of alcohol on the pathways involved 

in cellular survival of the placenta. In conclusion, we showed that alcohol significantly 

impacts the placental essential functions for the proper development of the fetus and 

especially in connection with the brain; these results allowed us to obtain measurable 

characteristics of in utero alcoholism and clearly identify the functional mechanisms of 

alcohol toxicity on the placenta during pregnancy. 

Key word:  

Alcohol Biomarker- Pregnancy Disorders- Fetal Alcohol Exposure - FASD -Toxicity 

Mechanisms- Biomarker candidate- Placenta- Placental biomarkers - Neurodevelopment- 

Placenta Brain Axis- Neuroplacentology 
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A l’attention du lecteur,  

Avant de vous présenter les résultats de mon travail de recherche, il me tenait à cœur de 

vous faire découvrir, en avant-propos, le manuscrit de thèse du Dr Paul Ladrague, écrit en 

1901. Ce manuscrit présente pour la première fois les effets de l’alcool ingéré par les 

parents, au moment de la conception pour le père et pendant la grossesse ou l’allaitement 

pour la mère, sur les enfants. Il est édifiant de voir que les conclusions de ce manuscrit, 

datant de plus d’un siècle, sont très similaires aux constations que les scientifiques et 

professionnels de santé proposent de nos jours. Cet avant-propos a pour intention 

d’inviter le lecteur à la réflexion quant à 1) la place de l’alcool dans la société malgré sa 

très haute toxicité mais aussi à 2) l’importance de prévenir, comprendre les effets de 

l’alcool in utero et dépister les expositions prénatales à l’alcool, afin de prendre en charge 

le plus précocement possible les enfants porteurs de troubles causés par l’alcoolisation 

fœtal.  

Le travail de recherche sur le syndrome d’alcoolisme placentaire que vous pourrez 

découvrir dans la suite du manuscrit, mis en miroir avec ce travail de recherche du siècle 

dernier permettra, je l’espère, de mettre en exergue les enjeux primordiaux, économiques 

et sociaux, de la recherche sur l’exposition prénatale à l’alcool et l’importance majeure de 

continuer la recherche dans ce domaine d’étude.  

Bonne lecture,  
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Thèse du docteur Ladrague Paul, 1901 

Alcoolisme et enfants  

 

Source gallica.bnf.fr / Bibliothèque nationale 
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❖ A1BG : Alpha-1B-glycoprotein 

❖ ABC : ATP-binding cassette  

❖ ACAA : Acetyl-CoA 

Acyltransferase 

❖ ACADSB : Acyl-CoA 

Dehydrogenase Short/Branched 

Chain 

❖ ACSL : Long-chain-fatty-acid--

CoA ligase 

❖ ADAM : short for a disintegrin 

and metalloproteinase 

❖ ADH : alcool déshydrogénase 

❖ ADN : acide désoxyribonucléique 

❖ ADRA : Adrenegic receptor 

❖ AEBP : AE Binding Protein 

❖ AFM : Afamin  

❖ AhR : récepteur aux aryles 

hydrocarbures 

❖ AKT : protéine kinase B 

❖ ALB : Albumine  

❖ ALDH Acétaldéhyde 

déshydrogénase 

❖ ALDOB : Aldolase, Fructose-

Bisphosphate B 

❖ ALOX5 : Arachidonate 5-

Lipoxygenase 

❖ AMPc : adénosine 

monophosphate cyclique 

❖ APEH : Acylamino-acid-releasing 

enzyme 

❖ API : alcoolisations ponctuelles 

importantes 

❖ APO : Apoprotéines  

❖ ARN : acide ribonucléique  

❖ ARNm : acide ribonucléique 

messager  

❖ ATP : Antipyrine 

❖ ATP5MF : ATP Synthase 

Membrane Subunit F 

❖ AUH : AU RNA Binding 

Methylglutaconyl-CoA Hydratase 

❖ AVPR : Vasopressin receptors 

❖ BAK1 : LRR receptor kinase 

❖ BCAR1 : Breast cancer anti-

estrogen resistance protein 1 

❖ BCRP : breast cancer resistance 

protein 

❖ BET1 : Bet1 Golgi Vesicular 

Membrane Trafficking Protein 

❖ BRS : Bombesin receptors 

❖ CAPG : Macrophage-capping 

protein 

❖ CCKBR : Gastrin/cholecystokinin 

receptors 

❖ CD146: cluster of differentiation 

146 ou MCAM (melanoma cell 

adhesion molecule) 

❖ CD31 : cluster of differentiation 

31 ou PECAM-1 (Platelet 

endothelial cell adhesion 

molecule)  

❖ CD44 : Cluster of differentiation 

44 antigen 

❖ CDH : Cadherin protein  

❖ CDK : Cyclin Dependent Kinase 

❖ CFL : Cofilin  
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❖ CHRM : Muscarinic acetylcholine 

receptors 

❖ CHRNA : Neuronal acetylcholine 

receptors 

❖ CIRC : centre international 

recherche et cancer 

❖ CIZ1 : CDKN1A Interacting Zinc 

Finger Protein 1 

❖ CK7 : cyto kératine 7 

❖ CLEC14A : C-type lectin domain 

family 14 member A precursor 

❖ CNR : GTP-binding nuclear 

protein receptors 

❖ COG : Component Of Oligomeric 

Golgi Complex 

❖ COL : collagen 

❖ CRƳAB : Alpha-crystallin B chain 

❖ CRH/CRF : Corticotropin 

releasing hormone/ factor  

❖ CRHp : CHR placentaire  

❖ CTSB : Cathepsin B 

❖ CTV : cytotrophoblastes villeux 

❖ CTEV : cytotrophoblastes extra 

villeux  

❖ CYP : cytochrome P 

❖ DAPI: 4',6-diamidino-2-

phénylindole 

❖ DCN : Decorin 

❖ DDT : D-dopachrome 

decarboxylase 

❖ DL: Date limite  

❖ DPBS: Dulbecco’s Phosphate 

Buffered 

❖ DGKZ : Diacylglycerol kinase zeta 

❖ DRD : Dopamine receptor 

❖ DSK : desmoplakine   

❖ EGF : endothelial growth factor 

❖ EIF : Eukaryotic translation 

initiation factor 

❖ ENPEP : Aminopeptidase A 

❖ EPA : exposition prénatale à 

l’alcool  

❖ ERO / ROS : espèces réactives à 

l’oxygène  

❖ EtOH : Ethanol  

❖ FABP4 : Fatty acid-binding 

protein 4 

❖ FAS : t umor necrosis factor 

receptor superfamily member 

❖ FBP Fructose-1,6-bisphosphatase  

❖ FC : fold change  

❖ FDFT1 : Squalene synthase 

❖ FGB : Fibrinogen beta chain 

❖ FLT1 : fms-like tyrosine kinase 1 

(VEGFR1) 

❖ FTH :  Ferritin heavy chain 

❖ GABA : Gamma-aminobutyric 

acid 

❖ GABBR : Gamma-aminobutyric 

acid receptor 

❖ GC : Vitamine D binding protein 

❖ GCM1 : glial cell missing 1 

❖ GHRH: Growth hormone-

releasing hormone 

❖ GOSR : Golgi SNAP Receptor 

Complex Member  
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❖ GPD : Glycerol-3-phosphate 

dehydrogenase  

❖ GRB : Growth factor receptor-

bound protein 

❖ GRIA : Glutamate Ionotropic 

Receptor AMPA Type 

❖ GRIK : Glutamate receptor, 

ionotropic, kainate 

❖ GRIN : Glutamate receptor 

ionotropic, NMDA  precursor 

❖ GRM : Glutamate Metabotropic 

Receptor 

❖ GRPR : Gastrin-releasing peptide 

receptors 

❖ GSK : Glycogen Synthase Kinase 

❖ GSTO : Glutathione S-transferase 

omega 

❖ GTD : gestational trophoblast 

disease  

❖ HBD : Hemoglobin Subunit Delta 

❖ HBE1 : Hemoglobin Subunit 

Epsilon 1 

❖ HBSS : Hank’s Balanced Salt 

Solution 

❖ HBZ : HTLV-1 bZIP factor 

❖ hCG : Gonadotrophine 

Chorionique humaine 

❖ HCRT : Hypocretin Neuropeptide 

Precursor 

❖ HCK : Tyrosine-protein kinase 

❖ HRH : Histamine H receptor  

❖ HDL : lipoprotéines de haute 

densité 

❖ HIF : hypoxia inductible 

transcription factor  

❖ HLA-DRA : Major 

Histocompatibility Complex, 

Class II, DR Alpha 

❖ HPX : Hemopexin 

❖ HSD111B1 : Hydroxy-delta-5-

Steroid Dehydrogenase, 3 beta- 

and Steroid delta-Isomerase 1 

❖ HTR : Serotonin Receptor 

❖ HTT : Huntingtin 

❖ IC : indice de confiance  

❖ IF : index de fusion 

❖ IGFALS : Insulin-like growth 

factor-binding protein complex 

acid labile subunit 

❖ IL : interleukine  

❖ INSEE : Institut national de la 

statistique et des études 

économiques 

❖ INSERM : Institut national de la 

santé et de la recherche médicale 

❖ IRF : Interferon regulatory factor 

❖ IRM : imagerie par résonnance 

magnétique  

❖ ITGA : Integrin Subunit Alpha 

❖ IVG : interruption volontaire de 

grossesse  

❖ LAMTOR : ate 

endosomal/lysosomal adaptor 

and MAPK and mTOR activator 

❖ LBP :  Lipopolysaccharide 

Binding Protein 
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❖ LCP : latex-clearing protein 

❖ LDH : Lactate déhydrogènase  

❖ LDL : Lipiprotéine de faible 

densité 

❖ LPIN : Lipin 

❖ LSM : Sm-like protein 

❖ LXR : Liver X receptor 

❖ MAPK : Mitogen-activated 

protein Kinase 

❖ MARK : Microtubule Affinity 

Regulating Kinase 2 

❖ MEOS : Microsomial Ethanol 

Oxydizing System 

❖ MLN64 : Metastatic Lymph Node 

64 

❖ MLST8 : Target of rapamycin 

complex subunit LST8 

❖ mTOR : mammalian target of 

rapamycin 

❖ NAD+: Nicotinamide adenine 

dinucleotide  

❖ NADPH : Nicotinamide adenine 

dinucleotide phosphate 

❖ NDUF : NADH dehydrogenase 

[ubiquinone] iron-sulfur protein 

❖ NEBL : Nebulette 

❖ NMDA : acide N-méthyl-D-

aspartique 

❖ NOL : Nucleolar protein 

❖ NPY : Neuropeptides Y  

❖ NTSR : Neurotensine receptor  

❖ NUP : Nucléoporines  

❖ NS : non significatif  

❖ OMS : organisation mondiale de 

la santé  

❖ OXTR : Oxytocin receptor  

❖ P4HA2 : Prolyl 4-Hydroxylase 

Subunit Alpha 2 

❖ PAG : petit poids d’âge 

gestationnel 

❖ PARP : poly(ADP-ribose) 

polymérase 

❖ PCA : analyse en composantes 

principales  

❖ PCR : Polymerase Chain Reaction 

❖ PDPK1 : 3-phosphoinositide-

dependent protein kinase 1 

❖ PEGAM 

❖ PEPD : Peptidase D  

❖ PFA : paraformaldéhyde 

❖ PFAS :Phosphoribosylformylglyci

namidine synthase 

❖ PGAM : Serine/threonine-protein 

phosphatase 

❖ PG : progesterone 

❖ PGRMC2 : Progesterone Receptor 

Membrane Component 2 

❖ PIB : produit intérieur brut  

❖ PI3K : phospho-inositol 3-kinase 

❖ PIP2 : phosphatidylinositol-4,5-

bisphosphate 

❖ PIP3 : Phosphoinositol (1,4,5)-

trisphosphate 

❖ PKA : protéine kinase A 

❖ PLC : Phospholipase C  

❖ PLD3 : 5'-3' exonuclease PLD3 
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❖ PlGF : facteur de croissance 

placentaire 

❖ PON : Serum paraoxonase/ 

arylesterase 

❖ PPAR : Peroxisome Proliferator 

Activated Receptor  

❖ PPP2R5E : Serine/threonine-

protein phosphatase 2A 56 kDa 

regulatory subunit epsilon 

isoform 

❖ PROX : Prokineticin receptor  

❖ PTEN : Phosphatidylinositol 

3,4,5-trisphosphate 3-

phosphatase and dual-specificity 

protein phosphatase PTEN 

❖ POMC : pro-opiomélanocorine 

❖ QI : quotient intellectuel  

❖ RAB : Ras-related protein Rab 

❖ RBP : Retinol-binding protein 

❖ RCIU : retards de croissance 

intra-utérin 

❖ REL : EL Proto-Oncogene, NF-KB 

Subunit 

❖ RICTOR : Rapamycin-insensitive 

companion of mTOR 

❖ ROS : Reactiv oxygen species 

(=ERO (fr)) 

❖ RPL : Ribosomal Protein L 

❖ RPM: Rotation par minute 

❖ RPS6KA5 : Ribosomal protein S6 

kinase alpha 5 

❖ RTK : Receptor tyrosine kinases 

❖ RXR : Retinoïd X receptor  

❖ SA : semaine d’aménorrhée 

❖ SAF : syndrome d’alcoolisme 

fœtal  

❖ SAP : syndrome d’alcoolisme 

placentaire 

❖ SCTR : secretin receptor   

❖ SEC22 : Vesicle Trafficking 

Protein 

❖ SERPIN : serpin family  

❖ SFXN1 : sidéroflexine-1 

❖ SHBG : Sex Hormone-Binding 

Globulin 

❖ SLC : solute carriers 

❖ SNC : système nerveux central  

❖ SSTR : Somatostatin receptor 

❖ ST : syncytiotrophoblastes  

❖ STAT3 : Signal transducer and 

activator of transcription 3 

❖ STAT5A : Signal transducer and 

activator of transcription 5A 

❖ SVF : serum de veau fœtal  

❖ SYNC1 : Syncytine 1 HERV-W1 

❖ SYNC2 :Syncytine 2 HERV-W2 

❖ TACR : Tachykinin neuropeptide 

substance P receptor  

❖ TAP : Antigen peptide 

transporteur  

❖ TBP-2 : TATA-binding protein 2 

❖ TCAF : troubles causés par 

l’alcoolisme fœtal  

❖ TDAH : troubles de déficit de 

l’attention avec ou sans 

hyperactivité 
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❖ TF : transferrine 

❖ TGF : transforming growth factor  

❖ THBS : thrombospondine 

❖ THOP : Thimet Oligopeptidase  

❖ TIMM9 : Translocase of Inner 

Mitochondrial Membrane 9 

Homolog 

❖ TPI1 : Triosephosphate 

isomerase 

❖ TSC1 : Hamartin 

❖ TSC2 : Tuberin 

❖ TSPO : protoporphyrin receptors 

❖ TTF : taux de transfert fœtal  

❖ VAMP8 : vesicle Associated 

Membrane Protein 8 

❖ VEGF: vascular endothelial 

growth factor  

❖ VEGFR: vascular endothelial 

growth factor receptor 

❖ VLDL: lipoprotéines de très faible 

densité 

❖ WB : Western Blot 

  



116 
 

 

  

 

 

 

 

Introduction  
  



117 
 

Alcool, santé publique et métabolisme 

Responsable de plus de 5% de la charge de morbidité mondiale (WHO, 2018) et avec un 

coût économique de 1% du PIB mondial (J. Rehm et al. 2009) il est estimé que 283 millions 

de personnes souffrent de troubles liés à la consommation d’alcool. En ce qui concerne le 

territoire français, 49 000 décès causés par l’alcool en 2016 étaient recensés avec un taux 

d’alcoolisation qui ne cesse d’augmenter et un coût économique estimé à 118 milliards 

d’euros (Inserm 2021). 

En matière de consommation régulière, en France en 2014, 40% de la population, entre 

18 et 25ans déclaraient consommer de l’alcool de manière hebdomadaire dont 12% sont 

des femmes (ce qui représente un peu plus de 30% de la population féminine de cette 

tranche d’âge) (Richard et al. 2014 ; INPES 2015). Si l’on extrapole avec les chiffres de 

l’INSEE en 2019, en France, la tranche d’âge correspondante représente 3 020 305 

femmes soit plus de 906 091 jeunes femmes qui auraient consommé de l’alcool chaque 

semaine en 2019.  Ce chiffre est certainement sous-estimé puisque l’on observe une 

consommation d’alcool par les femmes en constante augmentation depuis 2005. De plus, 

un rapport récent de l’O.C.D.E. (Organisation de coopération et de développement 

économiques, 2021) montre qu’au cours des périodes de confinement, dues à la covid 19, 

les femmes, les parents de jeunes enfants et les personnes en situation de détresse 

psychologique ont fortement augmenté leur consommation d’alcool en France (ceci est 

également observé en Belgique, en Australie, aux États-Unis et au Royaume-Uni). 

En termes d’habitude de consommation chez l’adulte de plus de 18ans, le vin et la bière 

(24% et 27% respectivement) sont les plus consommés de façon hebdomadaire (Inserm 

2021). Il a été également montré une augmentation de la consommation d’alcool forts 

associée à des boissons énergisantes dans différents pays industriels. Ces consommations 

sont particulièrement à risque car, outre la toxicité des boissons énergisantes en elles-

mêmes sur la santé (Wolk B.J. et al 2012), l’association de ces dernières avec l’alcool réduit 

l’effet soporifique de l’alcool et atténue son gout, poussant ainsi les jeunes adultes à 

augmenter leur consommation jusqu’à l’état d’ébriété (Tarragon E. et al, 2020). 

Outre ces données générales, de plus en plus de jeunes adultes ont des pratiques de 

consommation qui sont à risques et qui augmentent très largement les taux de morbidité 

liés à l’alcool. Dans les pratiques apparues depuis près de 10 ans, celle du « binge-drinking 
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» est plébiscitée ; elle consiste à boire en moins de 2h l’équivalent de 5 verres ou plus chez 

l’homme (4 chez la femme), engendrant ainsi une concentration d’alcool dans le sang 

égale ou supérieure à 0.8% (seuil d’intoxication défini par l’OMS) pour les « bingers » 

modérés et qui peut aller jusqu’à 2g/L et plus dans les cas les plus sévères. Chez les jeunes 

femmes entre 18 et 25ans, ces pratiques d’alcoolisations ponctuelles importantes (API) 

sont en hausse. Passées de 11% en 2005 à 28% en 2014, les API mensuelles des Françaises 

touchent majoritairement le milieu du secondaire et de l’enseignement supérieur. 

Une forme plus récente de cette pratique est la « neknomination » qui prend place sur les 

réseaux sociaux et qui incite les protagonistes à la consommation excessive d’alcool « cul-

sec » via l’intermédiaire de défis. Ces pratiques, extrêmement dangereuses témoignent 

d’une mise en danger populaire chez les jeunes adultes qui ne cessent de vouloir dépasser 

des limites.  

De plus, la visibilité de ces comportements, favorisée par les réseaux sociaux, poussent un 

peu plus les jeunes adultes à la multi-consommation (G.G. Groth et al. 2017). En effet, 

même si l’alcool et le tabac restent les substances les plus consommées en termes d’usage 

régulier (pour 8.7 millions de Français.e.s et 13.3 millions, respectivement), la 

consommation de substances illicites augmente avec près d’1.5 millions d’usagers 

réguliers de cannabis (dont 6.8% sont des femmes) et 450 000 personnes qui déclarent 

avoir consommé de la cocaïne au cours de l’année  2014 (Baromètre Santé 2014 (Inpes), 

Escapad 2014 (OFDT), ESPAD 2011 (OFDT), HBSC 2014 (Rectorat de Toulouse))( Tableau 

1 modifié d’après celui du Haut Conseil de la santé publique, 2016). 

Sans surprise les enjeux sanitaires divers, liés à ces multi-consommations ont mené à de 

nombreuses campagnes de prévention. Au cours des années, l’alcool a souvent été sujet à 

conflit entre les habitudes sociétales et les données scientifiques et médicales. Déjà au 

centre des préoccupations mondiales en 1852, le Dr Huss décrivait, avant toute guerre 

mondiale, l’alcool comme « un fléau plus redoutable que les guerres ou les épidémies les plus 

meurtrières » (Ladrague P, 1901). Il y a quelques décennies, la consommation de vin, pour 

combattre ou prévenir de certaines pathologies ou encore pour améliorer la condition 

morale et physique des Français, restait encouragée (Lalouette J., 1980). Bien que de nos 

jours les différents acteurs de la santé publique soient conscients des risques inhérents à 

ces consommations, les obstacles restent nombreux : accessibilité facilitée aux différentes 
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substances, attractivité via les réseaux et la publicité, sensibilisation trop légère, détection 

précoce difficile de certains comportements à risques.   

 

Absorption, métabolisme et élimination de l’alcool par l’organisme adulte :  

L’alcool, absorbé per os va séjourner dans l’estomac pour un temps variable, selon la 

concentration en alcool ingérée, la prise ou non d’aliments associée et la co-exposition à 

d’autres substances. Cette absorption digestive se fait par diffusion passive, lente, dès le 

niveau buccal et jusqu’au niveau gastrique. Au cours de ce séjour intragastrique, une 

fraction de cet alcool va être métabolisé en acétaldéhyde par une alcool-déshydrogénase 

(ADH) gastrique, contenue directement dans la muqueuse gastrique (60% moins 

abondante chez la femme que chez l’homme) (Paquot NS. 2019). Au niveau de l’intestin 

grêle, 70 à 80% de l’alcool va être absorbé passivement, empruntant la veine porte vers 

le foie, siège principal de son métabolisme. La capacité de l’alcool à diffuser dans 

l’organisme, proche de l’eau, est respectivement de l’ordre de 70 et 60 % du poids 

corporel chez les hommes et chez les femmes.  Plus un organe est vascularisé, plus 

l’éthanol va diffuser rapidement et l’imbiber. Ainsi, très rapidement les concentrations 

d’alcool dans le cerveau, les poumons et le foie sont retrouvées égale à celle de la 

circulation sanguine (INSERM rapport 2001).   

Tableau 1 Estimation du nombre de consommateurs de substances psychoactives en France métropolitaine d'après le 
tableau du Haut Conseil de la Santé Publique, adsp n°95 (2016) 

 

// : non disponible car la méthode d'enquête ne permet pas une telle estimation.  
Définitions : 
 Expérimentation : au moins un usage au cours de la vie (cet indicateur sert principalement à mesurer la diffusion d’un 
produit dans la population)  
 Usage dans l’année : consommation au moins une fois au cours de l’année ; pour le tabac, cela inclut les personnes 
déclarant fumer actuellement, ne serait-ce sur de temps en temps. 
Usage régulier : au moins trois consommations d’alcool dans la semaine ; tabac quotidien ; et consommation de cannabis 
d’au moins 10 fois au cours du mois. 
NB : la population française âgée de 11-75ans est d’environ 50 millions. Ces chiffres sont des ordres de grandeur, dans la 
mesure où une marge d’erreur existe, même si elle s’avère raisonnable. Par exemple 17 millions d’expérimentateurs de 
cannabis signifie que le nombres se situe vraisemblablement entre 16 et 18 millions. Sources : Baromètre Santé 2014 
(INPES), Escapad 2014 (OFDT), ESPAD 2011 (OFDT), HBSC 2014 (Rectorat de Toulouse).  
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Les différences sexuelles d’absorption, de métabolisation et d’élimination (et même 

d’addiction à l’alcool) sont partiellement expliquées par la concentration d’ADH gastrique 

mais également par les différences d’assimilation des repas (dans le cas de prises de 

nourriture concomitante) et par les concentrations d’œstradiol et de progestérone chez 

la femme (Ho A. M-C. et al, 2019).  

Le métabolisme de l’alcool conduit systématiquement à un stockage - plus ou moins 

important - des triglycérides intra-hépatocytaires. Pour le reste, il conduit à une 

production de chaleur. N’ayant aucune valeur nutritive brute, le corps humain va chercher 

à éliminer l’alcool selon 2 processus différents. Le premier ne concerne que 2 à 10% de la 

quantité ingérée, qui sera soumise à une élimination urinaire, alvéolaire, cutanée ou 

salivaire.  Les 90 à 98% restant seront ainsi métabolisés en acétaldéhyde, principalement 

au niveau hépatique. Cette oxydation de l’éthanol peut être médiée par 3 voies (Figure 1). 

1) La voie principale est celle qui met en jeu l’alcool déshydrogénase hépatique (ADH) 

dont il existe plusieurs formes codées par des variantes génétiques. 

 

Figure 1 Voie métabolique de l’alcool modifiée d’après V. Laforest Bérard, 
1995 
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2) La seconde voie est contrôlée par le MEOS (Microsomial Ethanol Oxydizing 

System), système complexe qui met en jeu une oxydation microsomale de l’éthanol 

par, entre autres, les cytochromes P450 et qui produit des radicaux libres très 

toxiques (esters éthyliques d’acides gras et de phosphatidyléthanol). Ce système 

est inductible, en particulier dans les cas d’alcoolisation chronique ou d’épisodes 

d’alcoolisation trop importants, saturant la voie principale de l’ADH  

 

3) La dernière voie est celle de la catalase, qui reste accessoire.  

 

L’acétaldéhyde, produit de la métabolisation de l’éthanol, est un métabolite très toxique 

que l’organisme va chercher à éliminer à son tour. Ainsi, 90% de l’acétaldéhyde sera oxydé 

en acétate par l’aldéhyde déshydrogénase (ALDH), correspondant à l’étape de 

détoxification. L’acétate produit va pouvoir être catabolisé par une Acétyl-CoA synthétase 

(ACS) en Acétyl-CoA jouant un rôle clé dans le métabolisme cellulaire (C.S. Lieber. 2005) 

puisque cette molécule pourra soit produire de l’énergie via le cycle de Krebs, soit 

permettre la synthèse d’acide gras ou de cholestérol, ou encore être transformée en 

acétoacétate selon les besoins de l’organisme. L’alcool est ainsi métabolisé (7,1 kcal/g). 

Cette étape de détoxification est à mettre en miroir avec les concentrations d’alcool dans 

l’air expiré, mesurées par éthylotest.  

En effet, ces tests montrent une concentration maximale d’alcool dans le sang (pour un 

adulte) 30 minutes après une consommation d’alcool et disparait de l’haleine entièrement 

au bout de 5heures (M. Mackus el al. 2000) (Figure 2). En réalité l’étape de détoxification 

dans le sang peut prendre de 8 à 12 heures. 
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Mécanisme de toxicité de l’alcool  

Malgré ces données sur l’absorption et la métabolisation de l’alcool dans le corps humain, 

sa consommation, socialement acceptée, peut être particulièrement toxique pour le corps 

humain.  

La toxicité de l’alcool, en partie imputée à son métabolite, l’acétaldéhyde, touche tous les 

organes perméables et hautement vascularisés (en particulier le foie et le cerveau). De 

nombreux travaux ont étudié la toxicité de l’acétaldéhyde au niveau des différents 

organes. Notamment une étude de 1995 sur un modèle murin a permis de démontrer la 

mutagénicité de ce métabolite et l’induction de ces lésions à l’ADN même dans le cas 

d’alcoolisation modérée (Fang J.L., Vaca C.E. 1995). De plus cette étude a permis de mettre 

au point un protocole de quantification de ces adduits à l’ADN produits par l’acétaldéhyde 

(Balbo S., Hecht S.S. 2014). Cette toxicité lésionnelle de l’acétaldéhyde a été retrouvée 

dans le cadre des études menées sur l’effet de l’alcool au niveau du système nerveux 

central adulte.  

Lorsque l’on parle de la toxicité de l’alcool, c’est souvent via son métabolite qu’elle est 

étudiée ; pourtant l’alcool non métabolisé en acétaldéhyde n’est pas en reste. Classé 

Figure 2 Concentration d'alcool dans l'haleine. D'après la figue de M. Mackus et al. 2000. (L’écart type 
(SE)des différentes concentrations est montrée.) 
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comme cancérigène, tératogène et reprotoxique par le CIRC il y a plus de trente ans, 

l’éthanol est impliqué dans différentes perturbations des voies de signalisation cellulaires.  

Plusieurs auteurs s’accordent à dire que le facteur pathogénique principal de l’alcool 

résulte de la production d’espèces réactive de l’oxygène (ERO) via le métabolisme 

cellulaire induisant un stress oxydant toxique pour les cellules (Inserm 2001).  Les ERO 

les plus retrouvées dans le cas d’une alcoolisation aigüe sont le peroxyde d’hydrogène 

(H2O2), l’anion superoxyde (O2-) et le radical hydroxyde (·OH) (Sergent O, Griffon B., 

Cillard P. et Cillard J. 2001). Ces espèces sont majoritairement produites au niveau 

hépatique, surtout au niveau des cellules de Küpffer. Elles vont être produites lors de la 

métabolisation de l’alcool par le MEOS (Microsomial Ethanol Oxydizing System), par des 

enzymes cytosoliques ou par la chaine respiratoire mitochondriale. Dans le système 

microsomal, l’oxydation de l’éthanol se fait majoritairement par les cytochromes P450 

(CYP P450), et notamment le CYP2E1 et CYP2E2. Lors de l’activation de ces cytochromes, 

d’autres dérivés toxiques vont être produits et certaines voies de détoxification vont être 

activées (notamment la voie du récepteur aux Aryles hydrocarbures, AhR, qui elle-même 

peut induire la production de métabolites toxiques pour la cellule). Indépendamment de 

l’acétaldéhyde déshydrogénase, le système microsomal est inductible par l’éthanol. 

Tous ces mécanismes rendent l’alcool responsable d’une soixantaine d’affections 

chroniques : parmi ces pathologies on retrouve des cancers (8% des nouveaux cas de 

cancer sont dûs à l’alcool), le diabète, la cirrhose du foie et d’autres pathologies 

hépatiques, des atteintes neuropsychiatriques et des maladies cardiovasculaires 

(INSERM 2001, Rhem J. et al, 2009).  

Les complications dues à une consommation chronique ou aigüe répétée de l’alcool 

induisent chez les sujets des troubles neurologiques persistants (polyneuropathies, 

syndrome cérébelleux, encéphalopathie) (INSERM 2001). Dans le cas d’alcoolisme 

chronique, des anomalies anatomiques cérébrales peuvent apparaitre (pertes neuronales, 

réduction de la taille du cervelet, des corps calleux et du volume de la matière blanche). 

De manière plus ponctuelle (uniquement le temps de l’alcoolémie), il existe une toxicité 

aigüe fonctionnelle de l’alcool sur le système nerveux central. Au-delà des comportements 

violents et autres troubles cognitifs, les conséquences de cet évènement ponctuel peuvent 

être bien plus grave voir définitives (accident, mort).  
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Ces informations acquises au fil des ans démontrent à quel point la prévention est 

nécessaire sur les dangers de l’alcool. Plus encore, cette prévention est indispensable pour 

les adolescents et les populations en âge de procréer.  

Alcool et grossesse : santé publique et généralités  

En termes de prévention, depuis 2007, toutes les boissons contenant de l’alcool doivent 

porter un pictogramme associé à un message sanitaire déconseillant l’usage au cours de 

la grossesse. La prévention, basée sur un pictogramme affiché sur les bouteilles, n’est pas 

suffisante et la tolérance zéro doit être recommandée par tous les professionnels de santé. 

Malgré cela, la consommation d’alcool au cours de la grossesse est loin d’être un cas isolé 

et les raisons sont multiples : consommation consciente compulsive (alcoolisme), 

grossesse involontaire non connue au jour de la consommation (grossesse spontanée non 

souhaitée ou imprévue, dénis de grossesse), consommation épisodique et/ou festive. En 

pratique une femme sur huit déclare avoir consommé de l’alcool au cours de la grossesse 

(Floyd R.L et Sidhu J S. 2004). Selon le rapport de 2004 du MMWR (morbidity and 

mortality weekly report centers for Disease control and prevention (CDC)), 12.5% des 

femmes enceintes déclarent avoir consommé de l’alcool au cours de la grossesse, parfois 

sans savoir qu’elles étaient enceintes et environ 2% estiment avoir pratiqué le binge-

drinking au cours de cette période. Ces pourcentages reposant sur les déclarations, nous 

pouvons estimer que la consommation d’alcool pendant la grossesse est encore plus 

élevée. Sur le territoire français, d’après une étude de l’INSERM, 20% des femmes 

interrogées indiquaient avoir consommé de l’alcool au cours de leur grossesse et 2.5% 

avait bu 3 verres ou plus pour une même occasion. En début de grossesse (avant la 

découverte de l’état gestationnel) 8% des femmes indiquaient avoir eu, au moins une fois, 

une consommation en binge-drinking (INSERM 2020). Pour autant, les mécanismes de 

toxicité de l’alcool au cours de la grossesse sont largement sous étudiés. 

Comme décrit précédemment, l’alcool une fois ingéré va être absorbé et va passer dans la 

circulation sanguine avant d’être distribué aux organes vascularisés et y être stockés le 

temps de son élimination ou de sa métabolisation. Lors de la grossesse, l’alcool va 

rapidement atteindre la circulation utero-placentaire et traverser le placenta, organe très 

vascularisé. Dans la circulation fœtale, l’alcool va être distribué au fœtus en premier lieu 

par le cordon ombilical puis par le liquide amniotique, pouvant ensuite être de nouveau 

distribué par la circulation fœtale pour atteindre l’ensemble des organes en 
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développement. Ainsi on estime la concentration d’alcool dans le liquide amniotique et le 

sang fœtal égale à celle de la mère seulement 1 à 2 heures après l’ingestion (Idanpaan-

Heikkila et al., 1972). A l’inverse de la femme, le fœtus, ayant un foie immature, va 

difficilement métaboliser l’alcool et sera donc exposé plus longuement à l’alcool in utero 

(Paquot N.S. 2019). De surcroît, l’alcool éliminé par le fœtus dans ses urines sera 

directement déversé dans le liquide amniotique (lui-même ayant déjà sa concentration 

d’alcool équivalente à celle de la femme) dans lequel il est immergé. Ce circuit fermé 

montre à quel point l’alcool va être métabolisé et éliminé beaucoup plus lentement chez 

le fœtus que dans le sang maternel. 

Cette exposition prolongée permet d’expliquer les risques et conséquences multiples sur 

le fœtus. Selon une revue de Pruett, Hubbard Waterman et Caughey, plusieurs études ont 

décrit un risque de mort fœtale in utero après 22 semaines d’aménorrhée 2 fois supérieur 

(IC 95%) pour des femmes ayant consommé un minimum de 3 verres par semaine par 

rapport aux femmes n’ayant pas consommé d’alcool (Pruett D. Hubbard Waterman E. et 

Caughey A.B. 2013). Cependant lorsque la consommation d’alcool au cours de la grossesse 

n’est pas fatale, elle peut tout de même conduire à des impacts plus ou moins graves sur 

le déroulement de la grossesse et/ou sur le développement du fœtus (développement 

prénatal, développement post-natal avec des conséquences à court, moyen ou long 

terme). L’effet toxique de l’alcool au cours de la grossesse est important et bien connu : 

depuis plus de 30ans l’alcool est décrit comme une substance tératogène en période 

embryonnaire et/ou neurotoxique tout au long de la gestation (pour l’embryon ou le 

fœtus). Le terme tératogène (malformatif au sens classique – teratos = monstre) n’est pas 

dénué de sens et a un impact très fort chez les jeunes femmes qui ont un désir de 

grossesse. Malgré ce terme, la situation reste paradoxale avec les comportements face à 

l’alcool. 

Pour comprendre les enjeux de l’alcoolisation au cours de la grossesse, il est important de 

décrire en premier lieu les différentes étapes et les principales modifications 

physiologiques de la grossesse. 
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Grossesse physiologique 

Selon sa définition, la grossesse est « l’ensemble des phénomènes se déroulant entre la 

fécondation et l’accouchement, durant lesquels l’embryon, puis le fœtus, se développe 

dans l’utérus maternel ». 

L’embryogenèse est le processus de développement de l’embryon humain depuis la 

fécondation jusqu’à la 3e semaine de développement. A la suite de la fécondation, l’amas 

cellulaire issu de la fécondation d’un ovule par un spermatozoïde, aussi appelé zygote, va 

se diviser et devenir le blastocyste. Cette période permet la fixation, l’implantation 

progressive du blastocyste jusqu’à son enfouissement dans la muqueuse utérine.  Cet 

amas cellulaire va se déplacer de la trompe jusqu’à la cavité utérine et s’y implanter afin 

de permettre, notamment, le développement du placenta, organe indispensable au 

maintien de la grossesse et au développement du fœtus.  Au cours de la deuxième semaine, 

Figure 3 Représentation schématique de la formation du blastocyste et son attachement à la muqueuse utérine. Le zygote va se 
diviser progressivement pour former le blastocyste (à J5) puis s’attacher à l’endomètre à partir de J6 par son pôle embryonaire 
(illustration en bas à gauche). Au 7e jours le syncytiotrophoblaste pénètre l’endomètre maternel pour s’y enfouir. Modifié d’après 
“The developing human: clinically oriented embryology” par Moore K.L., Persaud T.V.N, Torchia M.G. (Edition originale 2016) 
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le blastocyste va progressivement laisser la place au disque embryonnaire. D’un côté du 

disque la vésicule vitelline formera le tractus digestif, de l’autre l’amnios laisse place à la 

cavité amniotique dans lequel baignera l’embryon puis le fœtus jusqu’à terme (Figure 3). 

Au cours de cette période, différents facteurs vont permettre la mise en place du cordon 

ombilical, des différents vaisseaux et l’angiogenèse placentaire. 

La période embryonnaire commence à partir de la troisième semaine de développement. 

Cette période permet la gastrulation, la neurulation, et marque le début de l’orgagenèse 

(Figure 4). Le premier évènement de la gastrulation est la mise en place de la ligne 

primitive (symétrie bilatérale de l’embryon) et des trois feuillets embryonnaires 

(endoderme, mésoderme, ectoderme). C’est le point de départ d’une organogenèse 

régulée, délimitée dans l’espace et symétrique. A ce moment, les annexes extra 

Figure 4 Etapes de développement de la période embryonnaire. De la 3e semaine jusqu’à la 8e semaine. Modifié d’après 
« The developing human: clinically oriented embryology » par Moore K.L., Persaud T.V.N, Torchia M.G. (Edition originale 
2016) 

Etapes de 

développement 

embryonnaire 
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embryonnaires évoluent et notamment les cellules du trophectoderme se différencient 

pour former l’ensemble des cellules trophoblastiques (tissu placentaire d’origine 

embryonnaire) qui va permettre, entre autres, les échanges entre la mère et le fœtus tout 

au long de la grossesse. A partir de la onzième semaine d’aménorrhée, l’embryon va 

laisser la place au fœtus. Cette période fœtale permet le développement et la croissance 

du fœtus jusqu’au terme de la grossesse. Intimement dépendant de la phase 

embryonnaire, un développement fœtal défectueux peut conduire à différentes 

malformations. Les facteurs exogènes en début de grossesse tel que l’alcool, les drogues, 

le tabac, peuvent affecter le développement à long terme de l’individu. 

La grossesse physiologique, considérée comme une greffe semi-allogène, va nécessiter de 

nombreuses modifications morphologiques, métaboliques et hormonales chez la femme. 

La première étape d’une grossesse est l’état immunodépressif maternel qui permet 

l’implantation du blastocyste et son maintien dans l’utérus. Différentes modifications 

métaboliques et physiologiques vont se mettre en place avec en premier lieu une 

sécrétion d’hormones de grossesse telles que des hormones polypeptidiques (hormone 

gonadotrophine chorionique ou hCG, appelée communément « hormone de grossesse » 

avec les tests grossesse effectué au-delà des premiers signes/symptômes de grossesse) et 

des hormones stéroïdes (progestérone/ œstrogène). Les principales modifications 

physiologiques sont dues à la progestérone qui permet de réduire le tonus de la 

musculature lisse évitant principalement toute contraction utérine pendant la grossesse. 

La croissance fœtale et l’hyperactivité placentaire et utérine entraînent de façon globale 

un hypermétabolisme maternel avec une augmentation de la consommation en oxygène 

et une augmentation du débit cardiaque (R. Gabriel et al. 2020). Des modifications 

sanguines se mettent en place avec une augmentation précoce du volume plasmatique et 

du volume globulaire et également des modifications de l’hémostase avec une 

hypercoagulabilité protégeant la femme contre les hémorragies.  

Cette période peut aussi conduire à un état d’anxiété important de la mère (avec un stress 

qui s’accompagne d’une augmentation de cortisol), voire un état dépressif dans certains 

cas. Il est admis aujourd’hui que la grossesse ne s’accompagne pas automatiquement du 

désir d’enfant. Selon l’organisation mondiale de la santé, une grossesse menée à terme sur 

quatre n’est pas attendue en premier lieu. Même si la DRESS (direction de la recherche, 

des études, de l’évaluation et des statistiques) comptabilise 232 000 interruptions 
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volontaires de grossesse (IVG) avec une majorité de femmes concernées ayant entre 20 

et 29ans, une grossesse non planifiée ne veut pas forcément dire que celle-ci n’est pas 

souhaitée ou qu’elle ne sera pas maintenue. Ces grossesses spontanées, qui ne sont pas 

immédiatement connues, peuvent entraîner un risque supérieur de consommation 

d'alcool en début de grossesse et des risques pour la santé (WHO, 2019 ; Bellizzi S et al, 

2020). 

Si l’on considère que l’alcool est une substance toxique largement consommée à l’âge de 

jeune adulte et qu’une femme sur quatre n’avait pas prévu de grossesse, nous comprenons 

aisément les risques élevés d’une exposition de l’embryon/du fœtus à l’alcool dans cette 

tranche d’âge de la population.  

Risques, pathologies de grossesses et syndromes d’alcoolisation in utero  

La grossesse est une des périodes les plus sensibles de la vie de l’individu, que ce soit pour 

la femme ou pour l’enfant. Soumises à de nombreux facteurs, les pathologies de grossesse 

sont multiples, variées et avec des degrés de gravité plus ou moins importants pour la 

mère et son fœtus. Parmi les pathologies de grossesse les plus surveillées et étudiées, nous 

notons :  

➢ Le diabète gestationnel  

➢ Les retards de croissance intra-utérin (RCIU) 

➢ La cholestase gravidique 

➢ La prématurité 

➢ La prééclampsie  

➢ La rupture prématurée des membranes  

➢ Les morts fœtales in utero après 22SA  

Ces pathologies, de plus en plus étudiées, peuvent avoir des causes multiples : génétiques, 

environnementales, et bien sûr toxicologiques. Pour certaines d’entre elles, la 

consommation d’alcool pendant la grossesse peut en être une. Ainsi, il est indispensable 

de décrire les différents niveaux de syndromes après une alcoolisation in utero. 

Considérée aujourd’hui comme première cause de déficit mental non génétique et 

évitable, l’alcool va induire, chez les enfants exposés in utero, des troubles plus ou moins 

importants. Ainsi, 3 niveaux de syndromes sont distingués : les syndromes d’alcoolismes 
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fœtaux (SAF), les syndromes d’alcoolismes fœtaux partiels ou incomplets (SAFp) et les 

troubles causés par l’alcoolisation fœtale (TCAF) (incluant les troubles 

neurodéveloppementaux liés à l’alcool (TNDLA)). 

Syndrome d’alcoolisme fœtal 

Le SAF, syndrome d’alcoolisme fœtal, est l’atteinte la plus sévère de l’intoxication fœtale 

à l’alcool. Ce syndrome, lié à une forte consommation d’alcool au cours de la grossesse est 

caractérisé par des anomalies morphologiques visibles, des atteintes neurologiques 

sévères (et notamment des retards mentaux importants) et à plus long terme, des 

troubles neurocognitifs et neurocomportementaux. La toxicité dû à la consommation 

d’alcool pendant la grossesse sur la descendance est connue depuis longtemps. Le docteur 

Paul Ladrague en 1901 écrit dans son manuscrit de thèse (en préface de ce manuscrit), 

« N’est-il pas triste de voir ces petits êtres sans défense subir, dans leur fatale rigueur- et cela, 

bien souvent, comme nous le montrerons, avant même de voir le jour- les effets d’un 

empoisonnement qui menace sinon leur vie même, du moins la bonne santé de toute leur 

existence ». Incitant les femmes (de la conception jusqu’à l’allaitement) et leur conjoint (au 

moment de la conception) à ne pas consommer d’alcool il décrira crument les faits ainsi : 

« Les descendants des alcooliques offrent tous, sauf exception, des phénomènes de 

dégénérescence, dégénérescence qui se caractérise par des atrophies partielles portant 

uniquement ou à la fois sur le corps et sur l’esprit : anomalie de développement dans la vie 

intra utérine, état générale faible, intelligence en dessous de la moyenne ». Au fil des ans et 

des recherches, les effets de l’alcoolisation au cours de la grossesse, bien que restant 

proches des constatations primaires du Dr Ladrague, se sont affinés, précisées. En 

particulier, le manuscrit du docteur Paul Lemoine en 1967 dans ses travaux sur « les 

enfants de parents alcooliques » apporte la première preuve de caractéristiques 

dysmorphiques faciales en rapport avec l’exposition à l’alcool au cours de la grossesse. En 

1973, des Dr Jones et Smith définissent le terme « syndrome d’alcoolisme fœtal » (SAF) 

pour d’écrire l’ensemble des anomalies observées chez les enfants nés de mères 

alcooliques (Jones at al. 1973). Bien décrit au niveau des conséquences, les mécanismes 

biochimiques et moléculaires de ce syndrome sont complexes, multifactoriels et restent 

pauvrement documentés.  

Les atteintes morphologiques sont les premières anomalies détectables chez l’individu 

porteur de SAF ; Ainsi le rapport clinique des docteurs Janet F. Williams et Vincent C. 
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Smith présente trois éléments du faciès facilement diagnosticables à la naissance : de 

courtes longueurs de fentes palpébrales, un philtrum lisse et la lèvre supérieure fine 

(Figure 5) (Williams JF and Smith VC 2015). En 2016 le collège national gynécologique et 

obstétrique français (CNGOF) a allongé cette liste par la micrognathie (hypoplasie de la 

mâchoire inférieure) et l’effondrement de la racine du nez.  

De manière moins systématique, avec le SAF, il est possible d’observer un retard de 

croissance intra utérin (RCIU) qui se manifeste par un poids de naissance en dessous du 

5e percentile et un retard de croissance chez l’enfant à plus long terme. Dans la majorité 

des cas un petit poids à l’âge gestationnel (PAG) est observé qui se caractérise par un poids 

de naissance inférieur au 10e percentile (Leno D.W.A, Camara M.K, Kouyate S. et al. 2017).  

Que ce soit les RCIU ou les PAG, le défaut de croissance gestationnel augmente les risques 

de pathologies cardiovasculaires, d’anomalies neurodéveloppementales et de 

dysfonctionnement du système endocrinien (Figueras F., Gratacos E.,2017).  

Selon un rapport de l’OMS en 2020, au niveau mondial, 303 000 nouveau-nés meurent au 

cours de la période de périnatalité des suites d’anomalies congénitales (dont celles liées 

à l’alcool) (OMS, 2020). Celles-ci, lorsqu’elles ne sont pas fatales, peuvent entraîner des 

conséquences désastreuses sur l’enfant à plus long terme mettant en jeu sa famille, le 

Figure 5 Profil d'une enfant présentant les 3 caractéristiques faciales diagnostiquées 
par Williams Janet F., Smith Vincent C. du Syndrome d’alcoolisme fœtal. ©Dessiné par 
Jessica Dalmasso 
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système de santé et celui de l’économie (les structures spécialisées ayant un coût 

considérable pour l’état). Parmi l’entièreté des troubles causés par l’alcool au cours de la 

grossesse, les malformations cérébrales sont les plus communes et souvent les plus 

graves. Une revue de Courtney Caputo, Erin Wood et Leila Jabbour (2016) décrit les 

premières découvertes par autopsies de cerveaux d’enfants SAF décédés après la 

naissance (ou dans la petite enfance) (Caputo, Wood, Jabbour 2016). Les analyses par IRM 

ont permis de décrire précisément les zones touchées, leurs aspects morphologiques ainsi 

que leurs troubles fonctionnels liés. Ainsi, ces expérimentations ont pu mettre en 

évidence une diminution du volume global du cerveau ainsi que ses composants (matière 

grise et blanche) et l’amincissement des corps calleux (Nunez et al. 2011).  

De la même façon il a été démontré sur un modèle murin que l’alcool diminuait la 

vasculogenèse et l’angiogenèse du système nerveux central impactant ainsi sévèrement 

la mise en place du réseau neuronal chez le fœtus (Lecuyer M et al. 2017). Une atteinte 

particulière de la crête neurale a été décrite, pouvant être responsable des anomalies du 

faciès, et de déficits neurocognitifs (Smith S. et al, 2014). Parmi les dommages causés par 

l’alcool sur le cerveau humain, les problèmes de langage, les déficits de l'attention et les 

retards mentaux étaient les plus courants pendant l’enfance (Smith S. et al., 2014 et Glass 

L. et al., 2014). 

Des études neuropsychologiques ont établi que presque tous les domaines cognitifs 

évalués sont affectés par l'exposition prénatale à l'alcool très souvent liés au SAF (Nunez 

et al., 2011). L'effet le plus courant est le dysfonctionnement du système nerveux central 

(Mattson et al., 2011 ; Riley et al., 2011). L'exposition à l'alcool provoque des défauts de 

l'apprentissage, de la cognition, des performances motrices, de la perception et des 

difficultés comportementales (Kelly et al., 2000 ; Riley et McGee, 2005 ; Mattson et al., 

2011). Les troubles autistiques et les dysfonctionnements émotionnels sont aussi étudiés 

dans le cadre du syndrome d’alcoolisme fœtal (Varadinova M. & Boyadjieva N. 2015).  

Les enfants porteurs du SAF sont, de manière générale, nés de mères alcooliques et leur 

syndrome est la conséquence d’une consommation chronique au cours de la grossesse (et 

parfois même de poly-consommations). Comme pour tout syndrome il existe des formes 

partielles (SAFp) ou incomplètes. Les enfants porteurs de SAFp ne présentent par la 

totalité des symptômes du SAF mais tous présentent, au minimum, un déficit intellectuel 

associé à un stigmate du SAF à la naissance (Crépin G., Bréart G., 2016).   
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Cependant, de plus en plus de femmes consomment de manière involontaire en début de 

grossesse ou de manière « festive » en dose unique. A ce jeu du hasard, il a été reporté que 

certains enfants ont développé des troubles neurocognitifs, neurocomportementaux et 

sociétaux divers. L’ensemble de ces troubles causés par l’alcoolisme fœtal (TCAF) a 

permis un nouvel axe d’étude de l’exposition prénatale à l’alcool.  

Troubles causés par l’alcoolisme fœtal 

Alors que, dans le monde les syndromes d’alcoolisme fœtaux (SAF) touchent entre 0.5 et 

3 enfants sur mille, les troubles causés par l’alcoolisme fœtal (TCAF) sont estimés à 9 pour 

mille des naissances (rapport du ministère de la santé de 2010). Selon SAFFRANCE, en 

France, un enfant sur mille est atteint de SAF dans sa forme complète et un enfant sur cent 

naît atteint de TCAF. Ces chiffres, bien que déjà très élevés sont exhaustifs puisque les SAF 

partiels ne sont pas toujours diagnostiqués et, à ce jour, il n’existe pas de test de dépistage 

de l’alcoolisation in utero assez sensible pour détecter les TCAF à la naissance. 

L’ensemble des TCAF est la première cause non génétique de pathologies 

neurodéveloppementales. Ces TCAF sont beaucoup moins bien décrits et difficilement 

mesurables. Les enfants porteurs de TCAF ne présentent pas d’anomalie morphologique 

ce qui rend leur diagnostic souvent tardif et particulièrement ardu. Les conséquences de 

cette alcoolisation « modérée » sont des troubles neurocognitifs et 

neurocomportementaux. Notamment les enfants TCAF présentent des difficultés 

d’apprentissage et d’exécution de tâches complexes, mais également un déficit 

d’attention, de concentration et d’élocution (Mattson et al. 2011). Burd a rapporté dans 

une revue les différents résultats observés par son équipe de l’effet de l’exposition 

prénatale à l’alcool sur le Quotient Intellectuel et les diagnostics de TDAH (troubles de 

déficit de l’attention avec ou sans hyperactivité) (Burd, 2016)). De plus ces TDAH qui 

persistent à l’âge adulte semblent augmenter le risque de présenter une addiction aux 

substances de type drogue ou alcool (Wilens Timothy E., 2004). Enfin un lien a été 

démontré entre TDAH et les Troubles du comportement Alimentaire (Kaisari et al. 2017). 

L’ensemble de ces TCAF ont été reportés dans le Tableau 2 (Crépin G. et Bréart G., 2016). 
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Tableau 2 Aperçu, non exhaustif, de l'ensemble des troubles causés par l'alcoolisme fœtal au cours de la vie de l’individu 
TCAF ; Tableau modifié d'après le rapport de l'Académie National de Médecine rédigé par Crépin G. et Bréart G. (2016) 

PERIODE DE LA VIE  TROUBLES CAUSES PAR L’ALCOOLISATION FŒTALE  

NAISSANCE  - Troubles d’inadaptation 

- Signe de sevrage 

- Difficulté d’alimentation 

- Troubles du sommeil 

PERIODE SCOLAIRE  - Anomalies du comportement (Attitudes 

oppositionnelles avec provocation / défiance d’autorité/ 

agressivité avec violences/comportement destructifs) 

- Troubles cognitifs 

- Déficit intellectuel (QI diminué de 20points) 

- Difficultés d’apprentissage (dyslexie, dyscalculie), 

- TDAH 

- Difficulté d’intégration 

AGE ADULTE  - Retard intellectuel 

- Troubles du comportement (délinquances) 

- Troubles du jugement 

- Impulsivité/ instabilité 

- Troubles du sommeil 

- Désordres émotionnels 

- Addiction et dépendance à l’alcool et/ou aux autres 

drogues 

 

Dès lors les enjeux majeurs de la recherche sur la toxicité de l’alcool sont 1) de 

comprendre les mécanismes de toxicité de l’alcool sur le cerveau fœtal et 2) de trouver 

des biomarqueurs de l’exposition du fœtus à l’alcool in utero afin de détecter et prendre 

en charge le plus précocement possible les enfants atteints de ces syndromes. 

Mécanismes de toxicité de l’alcool sur le cerveau 

Dès les premiers stades de l’organogenèse et ce jusqu’après la naissance, le 

développement du cerveau et la mise en place de tout le réseau neuronal sont en 

perpétuelle évolution. Afin d’appréhender au mieux l’impact de l’alcool sur le 
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développement du système nerveux il est important d’en connaitre, plus en détails, les 

phases majeures de développement ainsi que les acteurs qui entrent en jeu.  

C’est de l’ectoderme que vont dériver toutes les structures du système nerveux central 

(SNC). Dès la 4e semaine de développement, l’ectoderme se différencie et forme la plaque 

neurale (c’est la première étape de la neurulation). Cette plaque neurale, va se replier 

progressivement pour former le tube neural qui sera à l’origine de la totalité du système 

nerveux (Figure 6). Cette étape, appelé neurulation, intervient dès le 22e jour de 

grossesse, apparait souvent avant même que la femme soit au courant de son état gravide. 

Un défaut de neurulation est fréquent (un cas sur 500) et peut mener à un défaut de 

développement de la totalité de l’embryon.  

 

A partir du 26e jour, trois vésicules primitives du cerveau vont se différenciées : le cerveau 

antérieur (qui donnera plus tard la vésicule optique, le thalamus dans son ensemble, le 

bulbe olfactif, le cortex cérébral, les corps calleux, la substance blanche etc.), le cerveau 

médian (qui donnera entre autres l’aqueduc cérébral et le tectum) et le cerveau 

postérieur (qui donnera le cervelet, le pont, le quatrième ventricule et le bulbe) (Figure 

7).   

Figure 6 Vue d’ensemble de la neurulation (modifié d’après deux études menées sur la neurulation)– A-B-C Représentation 
schématique de la neurulation avec dans l’ordre chronologique A- la formation de la gouttière neurale par le feuillet 
ectodermique, B- Les bords de la gouttière neurale se replient pour former le tube neural et C- Le tubes neural se referme 
par fusion des cellules de l’ectoderme. DLHP= dorsolateral hinge point ; MHP=median hinge point; NC =notochord; NE= 
neuroepithelium; NNE= non-neural ectoderm; PM= paraxial mesoderm (Nikolopoulou E. et al. 2017). Les images a,b,c 
correspondent à des images prises en microscopie à fluorescence de la formation du tube neural (selon le même schéma 
que A-B-C) d’un modèle de cellules souches en culture 2D caractérisé par Karzbrun, E. et al. 2021 – scale bars : 50µM 
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La mise en place du cortex cérébral débute vers la 5e semaine de grossesse. C’est de ce 

cortex que dérivent tous les systèmes responsables des sensations/perceptions, du 

mouvement volontaire, de l’apprentissage, du langage et de la cognition (Bear M.F. 

Connors B.W, Paradiso M.A. 2013). Le télencéphale, vésicule provenant du cerveau 

antérieur, va permettre la production de neurones et de cellules gliales. La production des 

neurones du néocortex tourne à plein régime entre la 5e semaine et le 5e mois de 

grossesse, à raison de 250 000 nouveaux neurones par minute. C’est au cours de cette 

période de neurogenèse que vont se mettre en place les systèmes synaptiques et 

dendritiques. Cette période intense, est fortement influencée par l’expression de facteur 

de transcription (elle-même soumise à différents facteurs environnementaux) et va 

permettre la production de neurones polarisés, qui vont migrer à différents endroits du 

cortex. (Ross et al. 2003). Les facteurs de mort-cellulaire vont eux aussi jouer un rôle très 

important pour cadrer la mise en place de ce réseau cortical. Les réseaux neuronaux vont 

donc être soumis à des instructions strictes génétiques permettant de définir leur trajet 

correct dans l’embryon. Deux types de neurones majoritaires vont permettre la mise en 

place du néocortex : les neurones à glutamate (NMDA) excitateurs et les interneurones 

GABA (Acide Gamma-aminobutyrique) inhibiteurs. Enfin la prolifération des 

oligodendrocytes et la formation de la gaine de myéline vont permettre d’augmenter les 

vitesses de transmission. Ainsi les facteurs environnementaux, les toxiques ingérés par la 

mère, comme l’alcool, vont pouvoir altérer l’accomplissement de cette structure complexe 

qu’est la genèse du cerveau humain, et impacter négativement le fonctionnement du 

système nerveux. En effet, en raison de ses propriétés pharmacologiques, l’alcool va 

rapidement atteindre la circulation et traverser la barrière hémato-encéphalique fœtale.  

Figure 7 Représentation schématique de la différenciation du cerveau. A Vue de dessus des 3 vésicules primitives B- 
Différenciation du télencéphale. Modifié d’après « Neurosciences,exploring the brain » par Bear M.F., Connors B.W., 
Paradiso M.A. (édition française-2013) 
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 Selon le rapport de l’Académie nationale de médecine en 2016 (Crépin G., Bréart G., 

2016), il est possible de diviser la grossesse en 3 périodes sensibles et de risque 

d’exposition prénatale à l’alcool :  

- La période pré-implantatoire→ risque augmenté d’avortement spontané/ de mort 

embryonnaire in utero (loi du tout ou rien) 

- La période embryonnaire → risque augmenté d’anomalies morphologiques et de 

malformations congénitales (pouvant également conduire à un risque 

d’avortement prématuré) 

- La période fœtale → risques d’anomalies du développement et retards de 

croissance du fœtus  

A ces trois périodes s’ajoute la période avec les risques à distance, c’est-à-dire 

principalement tous les troubles du comportement. Cela concerne la période des neuf 

mois de la grossesse. Ainsi, nous nous apercevons que l’alcool impacte toutes les périodes 

à risque. 

Sur le plan mécanistique, les vingt dernières années ont permis de faire avancer la 

recherche sur la toxicité cerébro-fœtale de l’alcool. 

La cible principale de l’alcool est le cortex cérébral. Deux acteurs majeurs, les neurones 

excitateurs et les interneurones inhibiteurs, sont fortement impactés par l’alcool in utero.  

Un des premiers effets, bien décrit à ce jour, est la diminution/le blocage des récepteurs 

NMDA dans le cas d’une exposition prénatale à l’alcool (Ikonomidou at al. 2000 ; Naasila 

et al. 2002 ; Chandrasekar R. 2013), pouvant conduire à la diminution du nombre de 

neurones et la neurodégénérescence apoptotique généralisée du cerveau (Crépin G. et 

Bréart G., 2016 ; Ikonomidou at al. 2000). A l’inverse, l’alcool va induire une augmentation 

de l’activité des récepteurs GABA, (Ikonomidou at al. 2000 ; Koulentaki and Kouroumalis 

2018) induisant à leur tour l’apoptose neuronale en excès, pouvant expliquer les troubles 

neurodéveloppementaux associés à l’alcoolisation in utero. Cette perte neuronale va 

entrainer une gliose réactionnelle, c’est-à-dire une prolifération des cellules gliales 

(Boulfoul T. 2019). Il en résulte différents troubles cognitifs chez l’adulte.  

Comme décrit plus haut, dans le cadre des troubles causés par l’alcoolisme fœtal, la taille 

du corps caleux est diminuée par l’exposition à l’alcool in utero (Nunez et al. 2011, 
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Bookstein et al., 2001). Cette diminution du corps caleux s’accompagne d’une diminution 

de la substance blanche, et notamment par la perte d’oligodendrocytes (Newville et al. 

2017) et de la diminution de l’épaisseur de myéline (Newville et al. 2021).   

Le rapport de l’académie de médecine rapporte également un impact important de l’alcool 

sur l’hippocampe, induisant des troubles cognitifs, notamment une déficience dans 

l’accomplissement d’une tâche comportementale et de la mémoire (Richardson et al. 

2002).  

Enfin, l’alcool impacte l’angiogenèse et la vasculogenèse cérébrale notamment par la 

diminution significative de facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF, entrainant une 

désorientation des micro-vaisseaux corticaux (Lecuyer et al. 2017). 

Ces altérations, importantes, peuvent induire des troubles définitifs chez l’enfant à naitre 

et l’adulte à plus long terme. Or, la plasticité cérébrale persistante au cours des premières 

semaines de vie pourrait être une opportunité de fenêtre thérapeutique. La nécessité de 

de trouver des biomarqueurs de l’exposition à l’alcool in utero, afin de détecter et prendre 

en charge le plus précocement possible les enfants atteints de ces syndromes, devient 

alors une évidence.  

Biomarqueurs d’alcoolisation fœtale : 

De manière générale, le diagnostic des enfants SAF se base sur des signes malformatifs 

avec une reconnaissance faciale (Figure 5). Cependant, l’apparition des troubles cognitifs 

et neurocomportementaux chez les enfants TCAF sans anomalie morphologique rend leur 

diagnostic plus complexe.  Deux tests permettent le repérage de ces troubles grâce à des 

échelles standardisées : le MoCA (Montreal Cognitive Assessment) et le BEARNI (Brief 

Evaluation of Alcohol-Related Neuropsychological Impairment), avec une fiabilité de 

diagnostic de 87% et 80% respectivement. Les facteurs limitants de ces tests sont qu’ils 

sont 1) utilisables seulement en dehors de la fenêtre thérapeutique (puisqu’ils nécessitent 

une mise en place des capacités cognitives) et 2) qu’ils ne repèrent pas forcément les 

troubles légers (Angerville B. 2018). 

Historiquement les marqueurs biochimiques de l’alcoolisation ne manquent pas : Ethanol, 

Acétaldéhyde, Esters éthyliques d’acides gras, Acétone, Aldéhyde déshydrogénase, 

Aspartate aminotransférase, Ƴ-Glutamyl-transférase, Hexosaminidase etc. De fait, de 
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nombreux biomarqueurs de SAF aigu ont été mis en évidence (Chabenne et al. 2014). 

Ceux-ci peuvent être répartis en quatre catégories : clinique, moléculaire, métaomique, 

imagerie ; Ces études s’appuient sur tous les prélèvements disponibles à la naissance : 

méconium, cordon, placenta, sang, plasma, urine.  

Notamment le dosage de la CDT (Carbohydrate Deficient Transferrin) et de la Ƴ-GT 

(Gamma Glutamyl Transferase) maternelles, marqueurs de consommation chronique 

d’alcool, associées à la recherche de l’acétaldéhyde dans le sang fœtal ou le sang de cordon 

permet de prévenir des risques de troubles associés à l’alcoolisation in utero post natal 

(Cook, 2003). De la même manière, la recherche d’éthylglucuronide (EtG), d’éthylsulfate 

(EtS) et d’esters éthyliques des acides gras (EEAG) dans le méconium du nouveau-né mais 

aussi dans le sang, les urines ou les cheveux maternels peut être utilisée dans les cas de 

binge-drinking ou d’alcoolisme chronique (Bearer et al. 2003). Ce sont des marqueurs 

directs d’une consommation d’alcool pouvant être identifiables dans différentes matrices 

biologiques. 

Malgré tout, ces biomarqueurs ne sont pas assez sensibles et efficace dans le temps pour 

être spécifiques d’une intoxication prénatale modérée voir occasionnelle à l’alcool. De fait, 

une consommation involontaire au début de la grossesse ne pourra pas être identifiée par 

ces biomarqueurs à la naissance. Différentes pistes ont alors été étudiées ces dernières 

années pour le dépistage des TCAF, hors SAF. Une étude a mis en évidence la spécificité 

de l’oléate d’éthyle (un ester éthylique d’acide gras) pour la consommation minimale d’un 

verre d’alcool fort (40%Vol) ingéré par jour au deuxième et troisième trimestre de 

grossesse (83.3% de spécificité et sensibilité de 84.2%) (Bearer et al. 2003). Ce 

biomarqueur, bien que peu adapté à la consommation occasionnelle d’alcool au cours de 

la grossesse reste tout de même assez sensible et a permis de mettre en évidence 

l’accumulation de l’alcool fœtal dans le cadre d’alcoolisation in utero. 

L’analyse histologique des vaisseaux du cordon ombilical, les signes cliniques en 

échographie (RCIU, volume de liquide amniotique) ou en IRM (diminution des corps 

calleux) ont été approfondis dans les cas de TCAF ; tout ceci sans résultats répondant au 

cahier des charge d’un biomarqueur fiable, imposant aux chercheurs de trouver de 

nouveaux biomarqueurs moléculaires ou métaomiques des TCAF.  
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Récemment, plusieurs études d’une équipe canadienne ont pu mettre en évidence une 

signature de méthylation de l’ADN. Par prélèvements muqueux chez une cohorte 

d’enfants et d’adolescents TCAF, ils ont pu déterminer une signature fiable et ainsi 

développer un programme de prédiction épigénétique des TCAF (Lussier et al. 2018). Ces 

méthylations, résultats d’une exposition prénatale à l’alcool semblent, au vu de leur 

stabilité dans le temps et de leur spécificité, être de bons candidats de biomarqueurs 

précoces et une cible thérapeutique potentielle.  

Enfin depuis quelques années seulement, les chercheurs se sont intéressés à l’organe 

éphémère que l’on pensait jusque-là être simplement une interface mère-fœtus : le 

placenta. 

En 2010, une analyse transcriptomique des placentas, issus d’un modèle de rat avec une 

consommation volontaire d'alcool, a mis en évidence qu'un grand nombre d'ARNm 

placentaires étaient altérés, y compris des gènes codant pour des métalloprotéinases, le 

PlGF ou des facteurs de croissance tels que l’EGF (transforming growth factor alpha and 

epithelial growth factor) contenant une protéine de matrice extracellulaire. (Rosenberg 

et al, 2010). 

En 2017, une étude menée sur un modèle murin de rates gravides exposées in vivo à 

l’alcool quotidiennement a pu mettre en évidence une signature protéique de l’alcool dans 

le placenta. Parmi les protéines détectées, certaines étaient reliées au métabolisme de 

l’alcool mais de manière intéressante, certaines étaient liées au développement du fœtus 

ou à des pathologies gestationnelles comme la prééclampsie (Davis-Anderson et al. 2017). 

La même année, le Dr Bruno Gonzalez et son équipe se sont intéressés à l’effet de l’alcool 

sur le cerveau et le placenta dans un modèle murin (Lecuyer M et al. 2017). Des souris 

gestantes ont été exposées à l’alcool in vivo, puis le placenta et le cerveau fœtal ont été 

récupérés avant la naissance. En étudiant ces deux organes simultanément, l’équipe a été 

capable de mettre en évidence, entre autres, que l’alcoolisation in utero modifiait la 

sécrétion placentaire d’une hormone de croissance pro-angiogénique, le PlGF, induisant 

une désorganisation vasculaire corticale chez le fœtus. La répression ciblée de 

l'expression du PlGF dans le placenta a imité des défauts vasculaires cérébraux prouvant 

l'existence d'un axe de développement placenta-fœtal. La transposition chez l'homme a 
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démontré une forte corrélation entre les anomalies angiogéniques placentaires et les 

altérations vasculaires corticales (Lecuyer M et al. 2017). 

Le placenta, longtemps considéré comme déchet physiologique, devient alors un 

réservoir de biomarqueurs potentiels de TCAF. 

Le placenta Humain :  

Généralités 

Le placenta humain (Figure 8), organe transitoire, est avant tout une surface d’échange 

entre la mère et le fœtus. Cet organe dit hémochorial du fait que le chorion baigne 

directement dans le sang maternel est également décidual parce qu’il est amené à être 

expulsé au moment de l’accouchement. C’est un organe de forme discoïdale qui joue un 

rôle important lors de la fixation du conceptus (l’embryon et ses annexes) à l’endomètre, 

mais aussi dans le maintien de la gestation par de multiples fonctions de transferts 

materno-fœtaux, de productions hormonales variées et d’intervention dans les processus 

immunitaires.   

 

Il est composé de deux faces, une face fœtale (choriale) lisse (Figure 8 (a)), tapissée par 

l'amnios et reliant le placenta au fœtus par le cordon ombilical et une face maternelle qui 

est recouverte par la caduque basale (tissu d’origine maternelle) (Figure 8 (b)). Cette face 

maternelle est compartimentée partiellement en cotylédons qui sont délimités par des 

sillons non profonds. On distingue la caduque et le placenta à proprement dit, par la 

chambre intervilleuse et les villosités choriales qui sont entre la plaque basale et la plaque 

a b 

Figure 8 Le placenta humain, Photographie crédit J. Dalmasso,  2016 A gauche (a) la face fœtale tapissée par l’amnios qui 
relie le placenta au fœtus par le cordon ombilical ; A droite (b) la face maternelle composée des cotylédons recouverts de 
la caduque basale et qui est ancrée dans l’utérus maternel. 
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choriale (Figure 9). A terme, le placenta humain comporte 20 à 30 cotylédons et possède 

un diamètre d’environ 20 cm.  

Le placenta humain est indispensable au maintien de la grossesse et au développement 

du fœtus. Seule interface entre la mère et le fœtus, il assure un rôle de filtre et d’échanges 

en gaz et en nutriments nécessaires à la croissance fœtale (Evain Brion D. et al 2010).  

 

Développement et histologie 

 

Figure 9 Représentation schématique d’une coupe transverse de placenta humain à terme. D’après “The developing human: 
clinically oriented embryology” par Moore K.L., Persaud T.V.N, Torchia M.G. (Edition originale 2016) 
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Le placenta se met en place très précocement au cours de la grossesse. En effet, dès 

l’adhérence du blastocyste à la cavité utérine, le trophectoderme (couche cellulaire 

épithéliale du blastocyste) va se différencier en deux types cellulaires, le cytotrophoblaste 

(interne) et le syncytiotrophoblaste (externe) en contact avec l’endomètre, qui vont 

franchir l’épithélium et envahir l’endomètre.  Le blastocyste, alors entouré du syncytium 

(ou syncytiotrophoblaste), va s’enfouir dans l’endomètre. Son implantation va déclencher 

la décidualisation de l’endomètre (Figure 10). 

  

Dès le 10e jour, le syncytium va se creuser des lacunes dans lesquelles vont commencer à 

se déverser le sang qui provient des artères utérines. Les colonnes de cytotrophoblastes 

entourées de syncytiotrophoblastes sont alors appelées villosités choriales primaires. A 

la mise en place des trois feuillets embryonnaires, la villosité secondaire sera composée 

d’un axe mésenchymateux en son centre, dérivé du mésoderme et donc d’origine 

Figure 10 Représentation schématique des différentes étapes du développement du placenta humain d'après « Pathology 
of the human placenta » de Benirschke et Kaufman (2000) BP : plaque basale, CP : plaque choriale, CT cytotrophoblaste, 
ST : syncytiotrophoblaste, D : décidue, G : cellules géantes, VE : vaisseau endométrial, X : trophoblaste extravilleux, L : 
lacunes de sang maternel 
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embryonnaire. Enfin la structure définitive de la villosité pourra être mise en place dès 

l’apparition des vaisseaux embryonnaire au niveau du mésenchyme, vers la 3e semaine de 

développement (Figure 10). 

Les lacunes, alors creusées dans le syncytium deviennent l’espace intervilleux.  C’est cet 

espace, à l’interface directe entre la face maternelle et la face fœtale qui servira d’espace 

d’échanges entre la mère et le fœtus. Pendant une partie du premier trimestre de 

grossesse (environs jusqu’à 10SA) cet espace, très mince, dans lequel baignent les 

villosités choriales n’est perfusé que d’un filtrat plasmatique qui provient des artères 

utérines obstruées par des cellules trophoblastiques endovasculaires. Ces bouchons 

trophoblastiques amènent le placenta dans un espace d’oxygénation minimal nécessaire 

au début de la grossesse pour la maturation des villosités. Ces cellules trophoblastiques 

se déliteront au cours du premier trimestre pour permettre au sang maternel avec les 

éléments figurés du sang d’emplir l’espace intervilleux et ainsi être en contact direct avec 

la villosité choriale (Figure 11).  

 

Figure 11 Représentation schématique d’une villosité dans l’espace intervilleux. Celle-ci est composée d’un axe 
mésenchymateux qui contient les capillaires fœtaux et est bordée de cellules trophoblastiques mononuclées (les 
cytotrophoblastes CT) et multinucléés (les syncytiotrophoblastes ST). La villosité baigne dans le sang maternel qui provient 
des artères utérines spiralées. Modifié d’après Le placenta Humain, D Evain-Brion 2010. 
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Les propriétés pro et anti angiogéniques du placenta sont essentielles au développement 

physiologique du fœtus. En effet cet organe, qui va se développer tout au long de la 

grossesse pour permettre d’alimenter et de protéger au mieux le fœtus, va nécessiter un 

remodelage utérin constant. Afin de vasculariser au maximum et, de fait, faciliter les 

échanges entre la mère et le fœtus au niveau de l’espace intervilleux, le trophoblaste 

produits de nombreux facteurs angiogéniques : VEGF, PlGF, FGF, Angiopoïétine 1 et 2, 

Angiogénine, hCG, EGF, IGF-2, Leptin, sVEGFR-1 etc. Ce remodelage vasculaire permet 

ainsi d’augmenter de 20 à 25% la proportion du débit cardiaque maternel qui arrive dans 

l’utérus et la chambre intervilleuse au 3e trimestre. A ce moment le débit utérin sera donc 

de 500 à 700mL/min en fin de grossesse.  

Du fait que le sang maternel ne passe pas au fœtus par des conduits vasculaires, il est 

accepté de voir l’espace intervilleux comme un réservoir poreux rempli du sang oxygéné 

par lequel les villosités peuvent puiser librement les nutriments pour nourrir le fœtus. 

Coté fœtal, deux artères ombilicales drainent le sang du fœtus. Celles-ci possèdent des 

Figure 12 Représentation schématique du développement du placenta et du fœtus entre la 5e et la 22e semaine de 
grossesse. D’après “The developing human: clinically oriented embryology” par Moore K.L., Persaud T.V.N, Torchia M.G. 
(Edition originale 2016) 
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branches qui vont couvrir la face placentaire et suivre l’arborisation des cotylédons en se 

divisant directement en capillaires fœtaux, retrouvés dans les villosités choriales (Figure 

13). Ces étapes, permettent la mise en place de la circulation fœto-placentaire, l’unique 

réseau de communication entre la mère et le fœtus (Figure 12).   

Tout au long de la grossesse ce réseau va se modifier, s’étendre, et se renouveler via son 

unité structurelle et fonctionnelle : la villosité choriale (Figure 12). Comme décrit 

précédemment, les villosités choriales (fœtales) terminales sont composées d’un axe 

mésenchymateux, qui contient les capillaires fœtaux, les cellules mésenchymateuses et 

les cellules trophoblastiques (Figure 10). La cellule trophoblastique se différencie selon 

deux voies distinctes : d’une part en cytotrophoblastes villeux (CTV) et d’autre part en 

cytotrophoblastes extravilleux (CTEV) invasifs. Ces derniers sont indispensables à 

l’implantation et au remodelage des vaisseaux utérins. Les CTV, cellules mononucléées 

vont fusionner en syncytiotrophoblastes (ST), cellules multinucléées recouvrant la 

villosité et en contact direct avec le sang maternel. Le syncytiotrophoblaste, bordé de 

microvillosités, offre une très grande surface d’échanges, qui croît au fil de la grossesse.  

 

Figure 13 Représentation schématique d’une villosité choriale à partir de la 10e semaine de grossesse et son 
renouvellement. D’aprés “The developing human: clinically oriented embryology” par Moore K.L., Persaud T.V.N, 
Torchia M.G. (Edition originale 2016). 
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De nombreux facteurs sont impliqués dans la fusion des cytotrophoblastes en 

syncytiotrophoblaste. Les deux protéines fusogènes les plus connues sont la Syncytine 1 

(HERV-W1) et la Syncytine 2 (HERV-W2) qui sont des glycoprotéines codées par un des 

rétrovirus endogènes (élément de la famille Human Endogenous Retrovirus-W (HERV-W) 

et de la famille HERV-FRD, respectivement) intégrés dans le génome des vertébrés au 

cours de l’évolution et capables d’induire la fusion cellulaire). Ces deux syncytines 

interagissent chacune avec un récepteur : le récepteur des rétrovirus de type D (sodium 

dependent neural aminoacid transporter type 2 (RDR/ASCT2)) pour la syncytine 1 et une 

protéine transmembranaire (major facilitator super family domain containing 2A 

(MFSD2)) pour la syncytine 2. D’autres facteurs interviennent également dans la 

régulation de la fusion comme la E-cadhérine (CDH1) présente au niveau du CTV et 

absente sur le ST et le facteur de transcription Glial Cell Missing 1 (GCM1) impliqué dans 

l’expression des syncytines. Les cytokines, comme TNFα (Tumor Necrosis Factor-alpha) 

et IL1 (interleukine-1) ; la leptine ; certains facteurs de croissance, comme TGFβ 

(transforming Growth Factor Beta) et IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1) ; les 

œstrogènes et un facteur régulateur d’hypoxie, HIF (Hypoxia-inducible transcription 

Figure 14 Représentation schématique de de la fusion des cytotrophoblastes en syncytiotrophoblastes telle qu’observée en 
culture primaire de CTV ainsi que les acteurs moléculaires impactant cette fusion. Modifié d’après Gerbaud, P. et Pidoux G. 
(2015). Les images en fluorescence de CTVs à 24h et ST à 72h montre la fusion entre 24h et 72h de culture de CTV d’un même 
placenta incubé dans du milieu complet. Crédit photo Jessica Dalmasso.   
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factors) ; vont également permettre de réguler cette fusion et le renouvellement du 

syncytium au cours de la grossesse.  Enfin la sécrétion d’hCG (hormone gonadotrophine 

chorionique humaine), induite par le cytotrophoblaste puis par le syncytium va elle aussi 

permettre la fusion constante des CTV en ST (Figure 14).  

Cette fusion, qui permet le bon fonctionnement du placenta, est associée à un constant 

renouvellement cellulaire via des processus d’apoptose par les macrophages et 

l’élimination des ST « vieux » par les syncitial knots (Figure 13).  

En fin de gestation, si on pouvait déplier la surface couverte par les syncytiotrophoblastes, 

celle-ci avoisinerait 14 à 16 m². Le syncytiotrophoblaste porte la fonction d’échanges et 

également la charge endocrine du placenta, sécrétant la majorité des hormones 

placentaires peptidiques, les stéroïdes et autres hormones de croissance indispensables 

au maintien de la grossesse et au développement du fœtus. 

Fonctions endocriniennes 

Ces hormones permettent, par des effets autocrines/paracrines, de réguler finement les 

fonctions placentaires. Leur dérégulation est impliquée dans de nombreuses pathologies 

de grossesse et le fait qu’elles soient libérées dans la circulation maternelle en fait de bons 

candidats de biomarqueurs pathologiques. 

hCG (hormone Gonadotrophine Chorionique humaine)  

L'hormone gonadotrophine chorionique humaine (hCG) est une hormone glycoprotéique 

produite pendant la grossesse principalement par le trophoblaste. Cette hormone est 

indispensable pour l'implantation du blastocyste dans l'endothélium utérin, 

l’angiogenèse et le développement placentaire dès le début de la grossesse (Cole, 2012 / 

Choi et Smitz, 2014). La mesure de l'hCG maternel, dans le plasma et les urines, peut 

déterminer le stade précoce de la grossesse. La concentration d'hCG, en cas de grossesse, 

augmente rapidement dans le sang et l'urine jusqu'à un taux maximum à environ deux 

mois de grossesse. Après deux mois, il y a une diminution jusqu'au 4e mois et un plateau 

jusqu'à l'accouchement. L’hormone gonadotrophine est un dimère de deux unités : les 

sous-unités alpha et bêta. Cette dernière (hCGβ) est l'hCG exprimée dans le plasma 

maternel et il est utilisée pour détecter certaines complications de la grossesse (comme 

la trisomie 21). Pendant toute la grossesse, l'hCG est associée au développement du fœtus, 
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en particulier l'hCGα s'est avérée jouer un rôle dans le développement cognitif (Adibi et 

al. 2021). In vitro, la production d'hCG par les cellules trophoblastiques en culture 

primaire reflète la bonne santé des cellules. De plus, nous avons estimé que l'hCG module 

la différenciation morphologique et la transformation fonctionnelle des 

cytotrophoblastes villeux en syncytiotrophoblastes. Toutes les fonctions de l'hCG sont 

résumées dans la revue de Nwabuobi et de son équipe (Nwabuobi et al., 2017). De 

nombreuses publications ont montré que des taux trop élevés ou trop faibles au cours du 

deuxième et du dernier trimestre de la grossesse sont associés à des complications de la 

grossesse, notamment des fausses couches, la maladie trophoblastique gestationnelle 

(GTD), l’hypertension gestationnelle, la prééclampsie, le retard de croissance intra-utérin 

(RCIU), la mort fœtale in utero au-delà de 22 semaines d’aménorrhée et l’augmentation 

du risque de naissance prématurée (Androutsopoulos et al. 2013 ; Sirikunalai et coll. 2016 

; Nwabuobi et coll., 2017). La production d’hCG régule/est régulée par l'activation des 

voies de signalisation de la protéine Gαs/adenylyl cyclase-dependent cAMP/protéine 

kinase A (PKA), de la protéine kinase ERK1/2, et la voies de signalisation du 

phosphatidylinositol 3 kinasePI3K/AKT entre autres (Paulesu et al. 2018 ; Weedon-

Fekjær et Taskén, 2012 ; Fournier, Guibourdenche et Evain-Brion, 2015). 

De manière physiologique, l'action de l'hCG stimule la production d'œstrogènes et de 

progestérone (Casarini et al. 2018).  

Progestérone (PG) 

La progestérone (PG) est une hormone stéroïde qui est également sécrétée par les 

trophoblastes ; biosynthétisées à partir du cholestérol sérique maternel, par le corps 

jaune dans un premier temps puis par le syncytiotrophoblaste. Parce que le placenta ne 

synthétise pas le cholestérol par lui-même, celui-ci est absorbé par le trophoblaste et 

pénètre dans les mitochondries par le transporteur mitochondrial MLN64. Dans la 

membrane mitochondriale, le cytochrome de clivage de la chaîne latérale du cholestérol 

P450 (CYP450scc), convertit le cholestérol en prégnénolone qui est ensuite métabolisé en 

progestérone. Cette chaîne réactionnelle est régulée par la voie régulatrice du NADPH 

(Costa et al. 2015). Les taux de progestérone retrouvés dans le sang maternel augmentent 

tout au long de la grossesse en parallèle des glucocorticoïdes maternels. La concentration 

de PG atteint un taux maximum au cours des quatre derniers mois. Finalement, la 

progestérone diminue après le travail et la délivrance placentaire (Goldman et Shalev, 
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2007). L'AMPc et la voie mitochondriale sont impliquées dans la régulation de la 

progestérone (Albrecht et Pepe, 1990). Et la PG elle-même va médier différentes voies 

comme la voie de signalisation MAPK ou AKT (Mauvais-Jarvis et al. 2021 ; Salazar et coll. 

2016). La dérégulation de la sécrétion de progestérone est également impliquée dans de 

nombreuses pathologies notamment le cancer du sein (Cyrus et al. 2021) et peut être 

fatale pour le fœtus. Reconnues pour leur rôle immunomodulateur, plusieurs études 

montrent qu’une carence en progestérone ou un défaut de balance glucocorticoïdes-

progestérone a un impact direct sur la tolérance immunitaire maternelle en début de 

gestation (pouvant mener à une fausse couche), la prématurité et le retard de croissance 

intra-utérin (Solano ME and Arck PC, 2020). De manière intéressante, l'application de 

progestérone pourrait prévenir les fausses couches chez certaines patientes à risques 

(Haas et al. 2019, Devall et coll. 2021). 

PLGF (PLacental Growth Factor) 

De la même manière, le PLGF est un facteur de croissance placentaire sécrété par le 

syncytiotrophoblaste au cours de la grossesse. Cette glycoprotéine impliquée dans la voie 

de signalisation du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), joue un rôle dans 

l’angiogenèse placentaire. Le PLGF possède quatre isoformes (PLGF1-4) qui peuvent être 

synthétisées par différents organes : le cœur, les poumons, le tissus adipeux, etc. Au cours 

de la grossesse le placenta secrétera majoritairement le PLGF du côté maternel, avec des 

concentrations allant de 20ng/mL de sang (au premier trimestre) à 500ng/mL atteignant 

un plafond vers 30SA puis diminue jusqu’au terme. En comparaison les concentrations 

circulantes fœtale sont de quelques dizaines de ng/mL tout au long de la grossesse 

(Lecarpentier E. et al. 2015).  Le PLGF placentaire joue un rôle important dans le 

développement du fœtus, la migration et la prolifération cellulaire ; il joue également un 

rôle important dans la mise en place de réseau neuronal cortical (Lecuyer et al. 2017). En 

effet, le docteur Lecuyer et son équipe ont pu mettre en évidence sur un modèle murin 

que les taux de PlGF placentaires étaient diminués par l’alcool au cours de la gestation, 

entraînant une désorganisation du réseau corticale chez le fœtus. De manière encore plus 

intéressante, ce phénomène était réversible avec la surexpression de PlGF in utero.   

Son rôle dans l’angiogenèse dépend de la biodisponibilité de son récepteur VEGFR1 (ou 

FLT1) et de son affinité de liaison à son récepteur soluble. Le sFLT1 (soluble fms-like 

tyrosine kinase ou VEGFR1), qui est la forme soluble, circulante du récepteur VERGFR1, 
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est une glycoprotéine secrétée dans la circulation maternelle par les cellules endothéliales 

vasculaires et le trophoblaste (500ng/mL au premier trimestre à 2000ng/mL au 

troisième trimestre). 

 Le PLGF et son récepteur soluble le sFLT1 sont respectivement deux molécules pro et 

anti angiogéniques et font partie d’une balance finement régulée tout au long de la 

grossesse par le placenta (Lecarpentier E et al. 2015).  

Lorsqu’elle est dérégulée, cette balance est la cause de nombreuses pathologies dont la 

prééclampsie qui elle-même peut être un facteur de risque de prématurité, de mort in 

utero ou de complications post natales (Tableau 3, Poon Liona C et al. 2019).  

 

Neuropeptides et neurohormones placentaires : 

De manière générale, les neuropeptides sont des peptides synthétisés au niveaux des 

neurones qui transportent une information. Ce sont des neuro-messagers cellulaires 

synthétisés et libérés majoritairement par l’hypothalamus. Ces neuropeptides sont 

synthétisés puis encapsulés dans des vésicules d’exocytose et transportés à la membrane. 

Les neuropeptides sécrétés ont la particularité de pouvoir atteindre n’importe quelle cible 

cellulaire via la circulation sanguine. Une fois la cible atteinte, le neuropeptide peut 

délivrer une information qui peut conduire à une modification structurelle, 

comportementale, pouvant induire des modifications en chaine susceptibles d’impacter 

un type cellulaire, si ce n’est tout l’organisme. Les neuropeptides, en transmettant une 

information à l’ensemble d’une population cellulaire peuvent ainsi être considérés 

comme des neurohormones (Ludwig, 2015).  

Tableau 3   Complications néonatales et périnatales relatives à la prééclampsie, modifié d’après Poon L.C. et al. 2019 
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Dans une revue littéraire de 1991, Petraglia et son équipe ont mis en évidence deux 

neuropeptides placentaires, impliqués dans le travail au terme de la grossesse : la 

corticolibérine (ou CRH pour corticotropin-releasing hormone) et le neuropeptide Y 

(NPY) (Petraglia et al. 1991). En 2001, une revue de Reis et al. a permis de regrouper 43 

neurohormones placentaires (Reis et al. 2001). Parmi celles-ci, 20 sont des 

neuropeptides. Il s’agit de : la somatostatine, la neurotensine, la mélatonine, l’urocortine, 

l’angiotensine, l’endothéline, la substance P, la cholécystokinine, la met-encéphaline, les 

dynorphines, la galanine, les peptides reliés au gène de la calcitonine, le peptide 

auriculaire natriurétique, la rénine, le peptide intestinal vasoactif, l’hormone 

gonadolibérine, l’hormone de libération de l’hormone de croissance GHRH, l’hormone 

thyréotrope, la CRH et le NPY.  Les 13 autres étant des protéines, des neuro-stéroïdes et 

des monoamines. Dans cette revue, l’auteur décrit le rôle de certaines de ces 

neurohormones et particulièrement leurs effets endocrines, paracrines et autocrines et 

leur rôle au niveau de la régulation de tout le système endocrine placentaire. Il décrit 

notamment le rôle de 2 neuropeptides majeurs : la CRH, le NPY.  

La corticolibérine (CRH), d’abord mise en évidence pour son rôle dans la libération de 

l’hormone adréno-corticotrope par l’hypophyse (Vale et al. 1981), a ensuite été étudiée 

pour son rôle majeur lors du travail de l’accouchement mais également au niveau du 

placenta tout au long de la grossesse (Reis et al. 2001, King et al. 2001). Notamment il a 

été démontré, sur une cohorte de 500 femmes, que des taux élevés de CRH placentaires 

été associés à des taux élevés de prostaglandines, et pouvaient initier une cascade 

d’évènements conduisant à la contraction des muscles lisses utérin (Smith et al. 2009). La 

CRH, localisée principalement au niveau de la couche de ST, va être sécrétée 

progressivement tout au long de la grossesse jusqu’à son pic au terme de la grossesse. 

L’hormone peut se fixer à deux types de récepteurs : CRF-R1 (majoritairement au niveau 

des ST) et CRF-R2 (présent également au niveau des CTV). Plusieurs études se sont 

intéressées au rôle de la corticolibérine placentaire dans la mise en place du cerveau 

fœtal. En 2001, une étude de Brunson sur un modèle murin, a permis de mettre en 

évidence que l’exposition à de la CRH exogène en période postnatale précoce pouvait 

conduire à des dysfonctionnements d’apprentissage, une perte de cellules 

hippocampiques et une altération de la mémoire (Brunson et al., 2001). Également il a été 

démontré que la CRH placentaire pouvait réguler la neurogenèse fœtale (Koutmani et al., 

2013). Enfin, en 2016, une étude de Howland et al., menée sur une cohorte de 89 femmes 
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et 91 enfants, a démontré qu’une élévation de pCRH non physiologique pendant la 

grossesse était associée à un symptôme d’intériorisation de l’enfant vers 5ans, prouvant 

ainsi l’existence d’une programmation cérébrale fœtale durable dans le temps par la pCRH 

prénatale (Howland et al. 2016).  

Le neuropeptide Y est un peptide composé de 36 acides-aminés sécrété au niveau du 

cerveau, du système cardiovasculaire, du système respiratoire, au niveau gastrointestinal, 

au niveau du tissu adipeux et au niveau du tractus génital. Pendant la grossesse, les NPY 

sont retrouvés dans la décidue maternelle, les membranes fœtales et le placenta au niveau 

des cytotrophoblastes villeux majoritairement (Petraglia et al. 2016, Petraglia et al. 2019). 

Les NPY possèdent 3 isoformes (d’une forme complète à une forme tronquée) et peuvent 

se lier à 6 récepteurs (Y1R->Y6R). En dehors de la grossesse, la sécrétion de NPY, par 

différents tissus, est associée à la prise alimentaire, l’inhibition de la sécrétion d’insuline, 

la régulation de la motilité intestinale et des sécrétions gastrointestinales et rénales mais 

aussi à l’inhibition de l’anxiété (Grove and Smith, 2003 ; Pedrazzini et al., 2003 ; Petraglia 

et al. 2019). Dans le cas d’une grossesse, les taux de NPY élevés sont retrouvés au terme 

de la grossesse et associés à l’ouverture du col utérin (Petraglia et al. 1989). En 2019, une 

étude de Klinjampa et al. ont montré, sur une cohorte de 44 femmes (22 femmes ayant eu 

une grossesse normale et 22 femmes ayant eu une prééclampsie), que NPY placentaire 

pouvait contribuer à la pathophysiologie de la prééclampsie (Klinjampa et al. 2019). En 

effet, les auteurs ont montré que l’expression de trois récepteurs de NPY (Y1R, Y2R et 

Y5R) était significativement diminuée chez les patientes ayant eu une prééclampsie. Enfin, 

une étude de 2006 sur un modèle murin a mis en évidence un profil d’expression de NPY 

similaire entre le cerveau fœtal et le placenta, tout au long de la gestation, suggérant 

l’action du NPY placentaire au niveau du développement cérébro-fœtal et notamment au 

niveau des voies de signalisation de la prise alimentaire (Beloosesky et al. 2006).  

Les neurokinines, découvertes en 1983, sont des neuropeptides de la famille des 

tachykinines. Trois sont bien connus pour jouer un rôle au niveau du système nerveux 

central chez l’homme : la neurokinine A, la neurokinine B et la substance P (Regoli et al. 

1989). Impliquées dans de nombreuses pathologies (Asthme, côlon irritable, 

hyperactivité, anxiété, etc.), les neurokinines et leurs récepteurs possèdent différents 

antagonistes pharmacologiques permettant de traiter ces affections (Jung et Priefer, 

2021). Concernant l’état gestationnel, il a été démontré que les neurokinines jouaient un 
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rôle dans les nausées matinales (Lowry, 2018). Enfin depuis une vingtaine d’années, leur 

présence dans le placenta au niveau des cellules trophoblastiques a été prouvée (Sawicki, 

Dakour, Morrish. 2003) et plusieurs études démontrent leur implication dans la 

prééclampsie et son diagnostic (Sawicki, Dakour, Morrish. 2003 ; Page et al. 2010 ; 

Parchim et al. 2015). 

 

Fonctions d’échanges et de transports 

Outre ce rôle endocrinien, les syncytiotrophoblastes sont également en charge des 

échanges gazeux (oxygène et dioxyde de carbone) et de nutriments : lipides, acides 

aminés, glucose. De nombreux échanges transplacentaires se font par diffusion passive. 

Notamment le placenta, par perméabilité, permet à l’oxygène de passer du sang maternel 

vers le sang fœtal et au dioxyde de carbone de faire le chemin inverse. Outre ces diffusions 

passives, différents transporteurs localisés au niveau du syncytiotrophoblaste ou du 

cytotrophoblaste peuvent faciliter ou diminuer les transferts de molécules entre les 

compartiments maternel et fœtal. Ainsi la quantité et l’affinité du substrat pour le 

transporteur va déterminer le passage d’un compartiment à l’autre (Lecarpentier et al. 

2015).  

Les acides aminés jouent un rôle primordial pour le fœtus que ce soit pour la synthèse 

accrue de protéines, comme intermédiaires du métabolisme, comme donneur de 

groupements fonctionnels ou encore pour la synthèse d’amines biogènes (ex : les 

neurotransmetteurs comme le GABA à partir du glutamate ou la sérotonine à partir du 

tryptophane). Pour la plupart des acides aminés, leur transport est actif et met en jeu plus 

d’une dizaine de familles de transporteurs que l’on retrouve au niveau du 

cytotrophoblaste et/ou du syncytiotrophoblaste.  

Les lipides sont également essentiels au développement fœtal. Certains acides gras vont 

pouvoir être diffusés passivement. Le cholestérol est indispensable pour le 

développement du fœtus, médiant de nombreuses voies de signalisation du métabolisme 

et de la croissance cellulaire. Malgré son rôle fœtal très important, la synthèse du 

cholestérol fœtal est insuffisante. Il est alors capturé dans la circulation maternelle et 

transporté à travers le placenta. Il pourra ainsi être secrété dans la circulation fœtale ou 

transformé en stéroïde par le placenta (Woollett L.A. 2011). La capture du cholestérol se 
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fait par différentes voies impliquant les LDL, VLDL, HDL et LXR (Huang W. et al. 2019). 

Une carence en cholestérol fœtal in utero peut augmenter le risque d'accouchement 

prématuré, de microcéphalie et d'insuffisance pondérale à la naissance (Edison R.J. et al. 

2007). 

Deux grandes familles de transporteurs sont : les ABC transporteurs (pour ATP Binding 

Cassette transporteurs permettant l’efflux d’une molécule en dehors de la cellule) et les 

SLC transporteurs pour (Solute Carriers transporteurs permettant l’influx et l’entrée 

d’une molécule dans la cellule). 

Les transporteurs SLC regroupent 300 gènes et comptent 46 sous familles dont les plus 

présents vont permettre la diffusion facilitée ou le transport actif, entre autres, de sucres, 

d’acides aminés, de peptides, d’acides gras, de vitamines et de neuromédiateurs 

(Fredriksson et al. 2008).  L’expression de ces transporteurs est ubiquitaire, 

principalement au niveau des « barrières » biologiques comme le placenta ou la barrière 

hémato-encéphalique (Thèse de doctorat du Dr Berveiller). Parmi ces transporteurs, une 

famille essentielle est celle des GLUT (SLC2) qui possède 14 isoformes et qui permet le 

transport facilité de glucose dans le placenta (Illsley et al. 2020). Plusieurs autres familles 

(OATP, les OAT, les OCT, les MCT, etc.) sont également essentielles au bon développement 

du fœtus et sont décrit précisément dans le manuscrit du Dr Berveiller (Thèse de doctorat 

du Dr Berveiller). 

Enfin, certains transferts vont nécessiter l’activation de canaux protéiques (pour l’eau par 

exemple avec les aquaporines) ou ioniques.  

Que ce soit par diffusion passive/ facilitée ou par transport actif, canaux, endosomes, le 

trophoblaste permet l’ensemble des transferts transplacentaires.  

Métabolisme placentaire 

Le métabolisme placentaire joue un rôle central dans ces différentes fonctions 

placentaires puisqu’il permet de générer l’énergie nécessaire à son fonctionnement, entre 

autres, à la synthèse et la sécrétion d’hormones et aux différents transports 

indispensables pour la croissance fœtale. Ayant pour rôle primaire d’être un générateur 

d’ATP il permet également de maintenir l’homéostasie placentaire et de protéger le fœtus 

en s’adaptant à son environnement au cours de la grossesse.   
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Afin de répondre au mieux aux besoins énergétiques importants, le placenta va utiliser 

majoritairement la voie de la glycolyse à partir du glucose capté de la circulation 

maternelle. La source du glucose la plus disponible sera celle apportée par les 

transporteurs GLUT. De ce fait, plus de 50% du glucose circulant sera utilisé dans le 

métabolisme placentaire et pourra être oxydé en pyruvate (Irving L et al. 2020). Le 

pyruvate peut avoir plusieurs destinées :  

➢ Le pyruvate sera oxydé et décarboxylé en Acétyl CoA par la Pyruvate 

déshydrogénase (PDH) dans la mitochondrie. L’Acétyl CoA mitochondrial est un 

produit riche en énergie et le principal substrat du cycle de Krebs et permettant à 

son tour de fournir les substrats pour la synthèse d’ATP 

➢ le pyruvate sera oxydé en lactate (20%), à la fois pour soutenir le flux glycolytique 

et éviter une consommation accrue d’O2 (celui-ci étant principalement transporté 

vers le compartiment fœtal), et également apporter ce carburant clé pour la 

croissance fœtale (25% du CO2 produit par le fœtus vient de l’oxydation du lactate 

d’origine placentaire). 

La glycolyse, qui sert de plaque tournante majeure du métabolisme va permettre de 

générer différents précurseurs : biosynthèse de protéines, nucléotides, acide-aminés. 

Celle-ci va également utiliser le glucose circulant pour générer du pyruvate afin qu’il soit 

transformé en Acétyl CoA par la mitochondrie. L’Acétyl CoA mitochondrial va ainsi soit 

entrer dans le cycle de Krebs pour fournir de l’énergie, soit servir à la production de 

cholestérol. Celui-ci peut être clivé par un cytochrome P450 pour permettre la production 

de son dérivé : la prégnénolone qui pourra ensuite être métabolisée en progestérone. 

Comme indiqué précédemment, la glycolyse, pour maintenir son flux constant, va 

consommer le NAD+ provenant de la conversion du pyruvate en lactate. La réduction du 

NAD+ en NADH puis sa phosphorylation en NADPH va permettre une meilleure gestion du 

stress oxydatif (limitation des ROS provenant de la chaine respiratoire de la 

mitochondrie) et de ce fait joue un rôle crucial dans l’homéostasie placentaire. 
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Afin de compenser la demande énergétique soutenue du métabolisme, le placenta utilise 

des réactions anaplérotiques qui vont permettre de restaurer en continu la concentration 

des métabolites consommés en excès par le cycle de Krebs sans passer par la formation 

d’Acétyl-CoA (Irving L et al. 2020). Une des voies prédominantes dans le placenta est celle 

du glutamate. Les nombreuses études du Dr Xin Wu et son équipe sur un modèle porcin 

ont montré le rôle primordial des échanges entre le glutamate et la glutamine au niveau 

du placenta et du foie du fœtus (Wu et al. 2015). C’est un exemple type de coopération et 

d’échanges inter-organes entre le placenta et le fœtus, permettant un recyclage de la 

glutamine et du glutamate. La glutamine devient un acide aminé essentiel pendant la 

grossesse car les besoins fœtaux dépassent largement la synthèse possible. Une 

désamination de la glutamine dans le foie fœtal est possible, produisant le glutamate. Ce 

glutamate fœtal est capté à 90% par le placenta et va pouvoir être reconverti en glutamine 

ou surtout métabolisé en α-cétoglutarate afin de maintenir le flux du cycle de Krebs 

(Figure 15).  

D’autres intermédiaires glycolytiques, soumis à des régulations par voie de signalisation, 

sont également connus comme régulateurs mitochondriaux c’est le cas de la voie des 

kinases MAPK (Mitogen-activated protein Kinase) étroitement liée à celle de mTOR 

(mammalian target of rapamycin). La voie mTOR serait mise en avant pour agir au niveau 

placentaire comme un « capteur nutriments ». Cette voie de signalisation serait un 

mécanisme par lequel le transport de la glutamine et du glutamate serait modulé dans des 

conditions physiologiques pour assurer une balance énergétique optimale. La voie MTOR 

assure également différents rôles majeurs dans la signalisation cellulaire du placenta.  

Figure 15 Représentation schématique du métabolisme placentaire, modifié d'après Wu Xin et al. 2015 et Irving et al,2021   
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Tous ces processus métaboliques possèdent un rôle primordial dans les fonctions 

physiologiques du placenta et leur dérégulation mène à des défauts placentaires qui 

peuvent conduire à des pathologies gestationnelles. Par exemple, un dysfonctionnement 

du métabolisme mitochondrial placentaire, du processus de glycolyse, de synthèse d’ATP 

ou de transport des nutriments est observé dans les cas de la prééclampsie (avec par 

exemple une production en excès de ROS et un RCIU) (Irving et al. 2020). 

Longtemps considérées comme « barrière » vis-à-vis d’un certain nombre de 

médicaments et toxiques, nous savons désormais que le placenta est avant tout un organe 

d’échanges. La protection du fœtus et son développement sont ainsi assurés soit par la 

fonctionnalité de transporteurs d’efflux, soit par la métabolisation placentaire limitant 

l’accumulation dans le compartiment fœtal. 

Qu’en est-il du rôle de protection du placenta face à l’alcool ? 

Métabolisation fœto-placentaire de l’alcool  

On sait aujourd’hui que l’alcool passe librement du sang maternel vers la villosité 

placentaire et ce par diffusion passive permettant ainsi à l’alcool de rejoindre la 

circulation fœtale. Le fœtus ne possède un système d’excrétion et de métabolisation par 

l’alcool déshydrogénase qui n’est efficace que de 5 à 10% par rapport à celui d’un adulte 

(Pikkarainen PH, 1971). Cela sous-entend que seul le placenta peut assurer un rôle 

protecteur et limiter l’atteinte fœtale.   

Dans le cas d’une alcoolisation, il n’existe à ce jour que très peu d’articles qui étudient le 

métabolisme de l’alcool placentaire. Tous s’accordent à penser que l’ADH, malgré sa 

présence dans le placenta, n’est pas l’acteur principal de la métabolisation de l’alcool mais 

qu’il s’agirait de CYP2E1. Ce cytochrome P450, impliqué dans la métabolisation des acides 

gras, est retrouvé dans le placenta mais aussi chez le fœtus au niveau du foie et du système 

nerveux central. Sa faible concentration fœtale in utero explique en partie les effets de 

l’exposition prolongée du fœtus à l’alcool. De surcroît, l’oxydation de l’éthanol par CYP2E2 

va produire des ROS entrainant un stress oxydatif important dans le système nerveux 

central du fœtus (Gemma et al. 2007) pouvant être responsable de défaut à long terme 

chez l’enfant.  
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On comprend alors aisément comment l’alcool peut avoir un impact aussi considérable 

sur le développement du fœtus et ce, peu importe le stade de développement auquel il est 

exposé. 

Alcool, placenta et développement cérébral fœtal  

Le placenta, principale source de sécrétion hormonale au cours de la grossesse, n’est 

étudié dans le cadre d’une exposition à l’alcool que depuis quelques années. Comme décrit 

précédemment, l’équipe du Dr Bruno Gonzalez a étudié l’impact de l’alcool sur le PLGF et 

son rôle dans l’angiogenèse cérébrale associée à l’alcoolisation in utero et plus 

particulièrement au niveau de la vascularisation corticale chez un modèle murin et 

humain. En présence d’alcool, les taux de PlGF circulants dans le placenta sont diminués 

chez la souris entrainant directement une désorganisation des vaisseaux corticaux et une 

dépolarisation des neurones chez les fœtus (Lecuyer M et al, 2017) démontrant 

l’existence d’un axe placenta-cerveau au cours de la gestation (Figure 16).  

Cette preuve de la présence d’un tel axe permet de remettre en perspective toutes les 

recherches sur l’effet de l’alcool sur le cerveau fœtal et sur les troubles causés par 

l’alcoolisation fœtale, notamment au regard des effets de l’alcoolisation in utero sur les 

déficits de l’attention et les troubles de l’hyperactivité. A ce stade, il est important de 

souligner que si le placenta est un organe endocrine, il est également un organe sécrétant 

de nombreux neuromédiateurs alors qu’il s’agit d’un organe non innervé.  

De nombreuses études ont permis de démontrer le rôle du glutamate et du GABA, ainsi 

que leurs récepteurs respectifs, dans les mécanismes des TDAH (troubles du déficit de 

l’attention et de l’hyperactivité) (Dunn Geoffrey A. et al. 2019). Or l’importance du 

glutamate dans le placenta a été largement étudié dans la littérature (Manta-Vogli 

Penelope D. et al. 2020). Les nombreuses études du Dr Xin Wu et son équipe sur les 

cochons ont montré le rôle primordial des échanges entre le glutamate et la glutamine, au 

niveau du placenta et du foie du fœtus (Figure 15, Wu et al. 2015). Impliqué dans de 
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nombreuses fonctions physiologiques (carburant métabolique, substrat, précurseur de 

neurotransmetteurs, etc.) le glutamate peut, lorsque son taux est fortement augmenté, 

devenir neurotoxique pour le fœtus. A l’inverse il peut être réduit et conduire à des 

retards de croissance intra utérin (McIntyre Kirsty R. et al. 2020). De plus, en s’intéressant 

aux mécanismes impliqués dans la mise en place des neurones au cours de la grossesse, il 

en ressort que les récepteurs glutamatergiques AMPA/kainate et GABAergiques semblent 

jouer un rôle clé dans ces mécanismes (Herlenius, Lagercrantz, 2004 & Poluch & König, 

2002). Et de manière intéressante, en 2013, une équipe a prouvé qu’une alcoolisation in 

utero chez un modèle ovin, altérait fortement le taux de glutamate (Washburn et al. 2013). 

En effet les résultats mettaient en évidence une acidémie du sang de la mère et du fœtus 

à la suite d’une alcoolisation in utero qui pouvait être atténuée par l’administration d’une 

Figure 16 Résumé des effets de l’alcool in utero sur le placenta et le cerveau fœtal de souris (Lecuyer M. et al. 2017).a) 
correspond aux effets observés dans le placenta exposé ou non à l’alcool in utero. b) correspond aux effets observés dans 
le cerveau fœtal post délivrance, exposé ou non à l’alcool in utero (en lien direct avec les effets observés dans le placenta).  
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dose unique de glutamine en même temps que l’alcool. L’intérêt d’étudier le placenta dans 

le cadre de la dépolarisation des neurones médiée par le glutamate semble alors évident.  

En 2019, l’implication des voies de signalisation accessoire MAPK et mTOR a été 

démontré dans la sévérité des troubles du spectre autistique (Rosina et al. 2019). Ces 

voies de signalisation, hautement conservées, jouent un rôle majeur dans le métabolisme 

placentaire mais aussi dans la signalisation cellulaire et la régulation du développement 

fœtal. Leur dérégulation est associée à des défauts synaptiques et une désorganisation 

neuronale pouvant induire des troubles du développement cérébral ou des pathologies 

neurocomportementales à plus long terme (spectre autistique, schizophrénie, addiction, 

dépression) (Costa-Mattioli M. Monteggia L.M, 2013). Par ailleurs, des travaux ont mis en 

évidence le rôle de la voie mTOR dans la régulation des neurones GABAergiques POMC 

(pro-opiomélanocorine) et leurs neurotransmetteurs (Saucisse N. 2016) ; Le rôle de ces 

neurones dans la régulation de la prise alimentaire est bien décrit mais ils possèdent 

également un rôle dans la réponse au stress, l’hyperactivité, les fonctions du système 

immunitaire et la régulation du système limbique (Toda et al. 2017, Govorko et al. 2012). 

Fait intéressant, les anomalies du système POMC sont associées à la consommation 

d’alcool, que ce soit en termes de conséquences (addiction chez l’adulte) ou en termes de 

causalités (exposition à l’alcool in utero qui induit une défaillance du système POMC 

conduisant directement à une hyperactivité, du diabète et un risque d’obésité). Les 

méthylations de l’ADN qui en résultent sont transmissibles de manière sexe dépendante 

chez un modèle murin (Govorko et al. 2012). Lors d’une consommation d’alcool il a été 

démontré qu’il existait une activation d’un sous ensemble de neurones POMC du noyau 

arqué, se projetant majoritairement vers l’amygdale, permettant ainsi d’activer des 

systèmes de récompense pouvant contribuer à la surconsommation d’alcool. Ainsi ces 

résultats permettent d’envisager de nouvelles cibles thérapeutiques pour les troubles liés 

à la consommation d’alcool (Leyrer-Jackson, Hood and Olive. 2021). Au-delà de son 

influence sur les neurones POMC, il a été observé qu’une hyperactivation de mTOR menait 

à des troubles psychiatriques chez les adolescents en impactant les neurones 

GABAergiques (Hui et al. 2019).  

L’émergence de ces travaux sur l’implication du placenta dans le développement du 

cerveau fœtal a permis d’ouvrir la voie sur un nouveau domaine d’étude : la 

neuroplacentologie (Vacher et al. 2021). Avec les différentes preuves de l’existence de cet 
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axe (Rosenfeld et al. 2020), la question de l’implication du système endocrinien induite 

par l’étude du Dr Lecuyer en 2017 pose des questions sur tout du système hormonal du 

placenta (Lecuyer M et al. 2017). Outre la balance PLGF/sFLT1 impliqué dans l’alcoolisme 

fœtal, d’autres hormones pourraient être de bons candidats comme biomarqueurs 

d’alcoolisation fœtale. Des études sur le lien direct entre le spectre autistique des 

nourrissons et les hormones de grossesses (hCG, PPAPα, stéroïdes) (Tsompanidis et al. 

2021) et l’étude de 2016 sur l’implication de la dérégulation de l’hCG dans les pathologies 

de grossesses (Sirikunalai et al. 2016) permettent de se poser la question de l’impact de 

l’alcool sur l’ensemble de la fonction endocrine de placenta.  

Alors même que tout laisse à penser que le placenta est lié directement aux effets de 

l’alcool in utero le nombre de publication en ce sens n’atteint à peine qu’une centaine 

d’études toutes espèces confondues. Et pour ce qui est du placenta humain, ce nombre est 

réduit à quelques dizaines. Au vu du rôle primordial de nombreux acide aminés et 

hormones dans la mise en place des organes fœtaux mais aussi dans le fonctionnement 

du placenta il devient nécessaire d’aller étudier l’impact réel de l’alcool sur le placenta 

humain, sa fonction endocrine et sécrétrice mais aussi sa capacité métabolique et ses 

fonctions d’échanges. 

Afin de pallier le manque de connaissance sur l’impact de l’alcool au cours de la grossesse 

sur le placenta humain, réservoir potentiel de biomarqueurs d’alcoolisation in utero, ainsi 

que le potentiel retentissement sur la vie de toute l’individu exposé, ce projet de thèse 

s’inscrit dans le projet plus global ALCOBRAIN ; Ce dernier, en collaboration avec 

différents acteurs en Bretagne et en Ile De France, fait l’objet de financements de l’Agence 

Nationale de la Recherche et de la Fondation de France. 

Comme nous l’avons décrit, l’alcool peut avoir un impact extrêmement toxique sur le 

cerveau fœtal et le placenta semble jouer un rôle clé dans le développement du fœtus et 

tout particulièrement le développement cérébral. Il reste à mettre en relation le lien entre 

ces trois acteurs majeurs : alcool/placenta/cerveau fœtal. Les études concernant l’impact 

réel de l’alcool sur le placenta humain et ses fonctions deviennent alors primordiales. Plus 

encore la caractérisation de biomarqueurs d’alcoolisation au cours de la grossesse, 

sensibles, quelle que soit la dose, l’intervalle et le moment de l’ingestion d’alcool pendant 

la grossesse permettrait de prendre en charge plus précocement les enfants atteints de 

TCAF. 
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Les objectifs de ces travaux de recherche ont donc été :  

1) De mettre en évidence le Syndrome d’Alcoolisme Placentaire (SAP)  

2) D’étudier la neuroplacentologie humaine dans un contexte d’alcoolisation in utero  

3) De caractériser des biomarqueurs placentaires d’alcoolisation au cours de la 

grossesse 
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Patientes, consentement et prélèvements 

La réalisation de ce travail de thèse a nécessité le recueil de différents prélèvements 

placentaires de patientes ayant consommé ou non de l’alcool au cours de leur grossesse. 

Ces prélèvements du premier trimestre (Interruptions Volontaires de Grossesse) ou du 

3e trimestre (grossesses menées à terme) ont permis d’avoir la possibilité d’étudier l’effet 

de l’alcool in vivo, ex vivo et in vitro. 

Différents hôpitaux de l’Île-de-France ont permis l’accès aux recueils placentaires 

notamment différents CHU de l’Assistance Publique des Hôpitaux de Paris :  

➢ La maternité de Port Royal (centre hospitalier universitaire Cochin), 

➢ le Centre Hospitalier Universitaire Antoine Béclère,  

➢ le Centre Hospitalier Universitaire Robert Debré,  

➢ le Centre Hospitalier Universitaire de Tenon 

Et plusieurs centres privés :  

➢ Hôpital Privé d’Antony,  

➢ Institut Mutualiste de Montsouris,  

➢ Clinique privée des Diaconnesses 

L’ensemble de ces maternités a permis de mettre en place les différentes 

expérimentations sur plus d’une soixantaine de prélèvements (dont n= 26 placentas de 

premier trimestre, n=45 placentas témoins, n=6 placentas Alcool).  

Chaque prélèvement a fait l’objet d’un consentement éclairé INSERM de la part de la 

patiente (CPP 2015-mai-13909 ; CNIL 1848687) pour les prélèvements de premier et 

troisième trimestre et un consentement de l’APHP juin 2018 (UF d’orthogénie et de la 

planification familiale- service de gynécologie, maternité Port-Royal) pour les 

prélèvements de 1er trimestre.  
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Profil des patientes 

Patientes « témoins » ayant accouché à terme  

Critère d’inclusion des patientes   

Les placentas témoins servant aux expérimentations in vitro (culture primaire et explants 

placentaires) sont issus majoritairement de femmes ayant accouché par césarienne 

programmée au terme de la grossesse. Sur la totalité des placentas à terme pour ces 

expérimentations, seulement 3 placentas sont issus de patientes ayant accouché par voie 

basse, afin de les comparer aux patientes ayant consommé de l’alcool et ainsi ôter le biais 

de délivrance en comparant les résultats in vitro avec les patientes césarisées. 

Pour les expérimentations ex vivo (perfusion placentaire), les placentas sont tous 

récupérés par le CIC de la maternité de Cochin-PORT ROYAL, et perfusés dans le 

laboratoire du plateau technique Placentech® de la fondation PremUp. Tous les placentas 

utilisés pour la perfusion proviennent de patientes ayant accouché par voie basse.  

 Elles présentent toutes les caractéristiques suivantes : 

➢ Un IMC (hors grossesse) compris entre 22 et 26  

➢ Une grossesse sans risque obstétrical 

➢ Pas de consommation déclarée de substances toxiques : alcool, drogue, tabac) 

➢ Pas de médicaments déconseillés au cours de leur grossesse (questionnaire de 

consultation prénatale).  

➢ Des sérologies négatives pour VIH, VHB, VHC 

➢ Une délivrance au terme de la grossesse (entre 37 SA et 41 SA) 

➢ Le fœtus est eutrophe et le bébé a un poids de naissance entre 3010g et 4200g 

(valeurs en percentile comprises entre 25 et 75).  

➢ La grossesse est simple (pas de grossesse gémellaire) 

Recueil  

Les placentas sont récupérés dans la demi-heure qui suit la délivrance et sont techniqués 

au laboratoire dans l’heure qui suit (en fonction du temps de transport entre la maternité 

et le laboratoire). L’avantage des prélèvements issus de césarienne programmée est la 

possibilité non négligeable de prévoir à l’avance le type d’expérimentations in vitro et de 
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réaliser, le cas échéant, la culture primaire de trophoblastes sur la journée (5h 

d’expérimentation minimum). 

Les critères d’inclusion des patientes pour la perfusion placentaire ex vivo sont détaillés 

dans la partie « perfusion » de matériel et méthode. Pour cette expérimentation, les 

placentas sont récupérés par le CIC de la maternité de Cochin-PORT ROYAL, 

exclusivement, et perfusés dans le laboratoire de la fondation PREM’UP. Tous les 

placentas utilisés pour la perfusion proviennent de patientes ayant accouché par voie 

basse.  

Patientes « Alcool » ayant accouché à terme 

Les patientes ayant consommé de l’alcool ont accouché par voie basse, à l’exception d’une 

seule patiente. Les placentas « alcool » sont issus de patientes ayant consommé de l’alcool 

au cours de leur grossesse. Pour ces patientes alcool, aucun critère d’exclusion n’a été 

retenu.  

Différentes informations ont pu être récupérées pour ces patientes par le biais d’un 

questionnaire en consultation avec une sage-femme addictologue pendant et après 

l’accouchement :  

➢ Le type de consommation de l’alcool (chronique ou occasionnel/ Alcool fort ou 

alcool typer bière à faible %vol),  

➢ La quantité d’alcool ingérée et l’arrêt/ la diminution ou non de la consommation 

au cours de la grossesse 

➢ La prise d’autres substances toxiques ou de substituts médicamenteux,  

➢ Les pathologies propres à la patiente et le cas échéant la présence d’un traitement 

pendant la grossesse 

➢ Le terme et le mode de délivrance, 

➢ La spontanéité de la mise en travail, 

➢ Le poids du bébé, son sexe et son atteinte ou non par un syndrome particulier (SAF 

ou autre). 

Les informations ci-dessus sont reportées dans le tableau 4. 
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Il est à noter que le questionnaire se base sur les comptes rendus des patientes et un 

dialogue entre la patiente et la sage-femme ; les patientes ayant consommé de l’alcool 

pendant la grossesse ne sont pas les plus rigoureuses en termes d’estimation de leur 

consommation ; les consommations sont donc potentiellement sous-estimées.  

Le fait de ne pas utiliser de critères d’exclusion nous a permis de récupérer des placentas 

avec des profils très différents et de fait, de brasser différentes catégories de 

consommations d’alcool avec ou non arrêt de la consommation au cours de la grossesse. 

Selon les réponses au questionnaire, les patientes peuvent être divisées en 2 catégories : 

➢ Alcoolisme modéré : principalement consommation d’alcool à faible % d’alcool et 

de manière non chronique 

➢ Alcoolisme fort : prise chronique d’alcool en grande quantité +/- binge drinking 

d’alcool fort 

Tableau 4 – Caractéristiques cliniques des patientes (et leur bébé) incluses dans la collecte de tissus placentaires issus de femmes 
ayant été exposées à l'alcool in vivo. 
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Ainsi, il est possible de comparer des placentas de patientes alcooliques qui ont 

consommé fortement et de manière régulière de l’alcool pendant leur grossesse (avec, 

pour la majorité des cas, d’autres addictions) avec des placentas de patientes qui ont 

consommé de l’alcool de manière involontaire et modérée au début de leur grossesse et 

qui ont arrêté rapidement (alcool seul sans prise d’autres substances toxiques). 

Effectivement, certaines patientes alcooliques avaient consommé différentes drogues en 

plus de l’alcool. La récupération de ces prélèvements placentaires de femmes alcooliques 

a nécessité une autorisation d’accès à la faculté 24/24h car les 6 patientes alcooliques 

avaient d’emblée choisi un accouchement par voie basse, sans planification de la date et 

de l’heure d’accouchement. Il s’est avéré que la plupart d’entre elles a accouché pendant 

la nuit. La mise en place d’un protocole spécifique de sécurité (travail isolé) m’a permis 

de venir jour et nuit au laboratoire sans risque. Cependant, les mesures sanitaires en place 

en France au cours des mois de confinements et les mois suivants ont empêché toute 

récupération de prélèvements de placentas pendant plusieurs mois. De plus, certaines 

patientes ayant consommé de l’alcool n’ont pas accouché dans la maternité prévue 

initialement. Toutes ces contraintes nous ont amené à ne pas récupérer des prélèvements 

placentaires prévus dans la cohorte “Patientes alcool”.   

Patientes « Premier trimestre »  

La période du premier trimestre de grossesse est la plus cruciale en termes de 

développement et la plus à risque d’exposition aux agents toxiques, tératogènes comme 

l’est l’alcool.  A ce stade de grossesse, les femmes qui ne savent pas qu’elles sont enceintes 

peuvent consommer de l’alcool de manière involontaire.  

Ainsi, la récupération de prélèvements du premier trimestre est indispensable car elle va 

nous permettre de comparer les effets de l’alcool à ces deux termes (premier et troisième 

trimestre).  

Les prélèvements de placentas du premier trimestre font suite à une interruption 

volontaire de grossesse entre la 7e semaine d’aménorrhée (SA) et la 14e SA. L’IVG peut 

être pratiquée par aspiration par méthode instrumentale sous anesthésie générale ou 

sous anesthésie locale (après essai d’interruption médicamenteuse). Les prélèvements 

sont divisés en deux catégories : les IVG précoces (entre 7SA et 9+5SA) et les IVG tardives 

(entre 11SA et 14SA). La récupération des prélèvements de premier trimestre se fait à la 
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maternité de Port Royal et le questionnaire pré établi ne nous permet pas de savoir si le 

tissu a été exposé ou non à l’alcool (seule la consommation de tabac est indiquée). Ainsi, 

les prélèvements choisis comme « contrôle précoce » ou « contrôle tardif » dans 

l’évolution des biomarqueurs sont issus de patientes ne consommant pas de tabac. 

Les prélèvements de premier trimestre sont récupérés avec les annexes embryonnaires 

et nécessitent plus de précaution à la manipulation car il y a peu de tissu trophoblastique 

et celui-ci est extrêmement fragile.  

 

Techniques de récupération des différents prélèvements 

 

Récupération des produits d’IVG au premier trimestre 

L’expérimentation est pratiquée dans un laboratoire de type L2 sous un poste de sécurité 

manuel (PSM) stérile dans l’heure suivant l’IVG. La totalité du produit d’aspiration est 

rincé dans du DPBS 1X (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline®) pour éliminer un 

maximum d’hématies puis la partie placenta est prélevée à la pince et les villosités isolées 

sont extraites au maximum pour être à nouveau rincées dans une solution de DPBS 1X.  

Pour chaque prélèvement, 8 villosités sont plongées dans de l’azote liquide et conservées 

à -80°C pour des analyses ultérieures (WB, protéome total et méthylome. Également, huit 

autres villosités sont incubées 24h à 4°C dans une solution de protection de l’ARN 

(RNAlater®, RNA Stabilization Reagent, RNAlater TissueProtect Tubes and Rnaeasy® 

Protect Mini Kit) avant de les plonger dans de l’azote liquide et conservées à -80°C pour 

des analyses transcriptionnelles.  

Récupération des prélèvements placentaires au troisième trimestre (Alcool ou témoins)  

Les placentas ont été récupérés et techniqués dans les 2h maximum suivant la délivrance 

pour limiter les atteintes tissulaires. De plus, le délai de recueil des cellules a un impact 

direct sur la qualité de la culture (explants ou cellules isolées). Pour les techniques de 

perfusions, cette récupération rapide permet de remettre le placenta en circulation dans 

un délai minimal (cf. perfusion ex vivo) afin de mimer la double circulation materno-

fœtale. 



171 
 

Les expérimentations sont toutes pratiquées dans un laboratoire de type L2 et chaque 

expérimentation est propre à un type d’analyse : in vitro ou ex vivo. 

Quelle que soit l’expérimentation, l’analyse du placenta commence par l’examen 

macroscopique avec photographie :  

➢ Aspect général du placenta et des cotylédons (stade de coagulation/ calcification/ 

présences d’amas lipidique) 

➢ Epaisseur du placenta  

➢ Insertion du cordon 

➢ Pesée sans cordon ni membrane  

Pour l’ensemble des expérimentations in vitro, chaque placenta est disséqué stérilement 

sous poste de sécurité manuel (PSM). La première étape de la dissection est de retirer la 

membrane maternelle et de récupérer les cotylédons. Chaque cotylédon est baigné dans 

3 bains successifs d’HBSS1X (Hank’s Balanced Salt Solution – Gibco®) pour éliminer un 

maximum d’hématies. Puis chaque cotylédon est ensuite disséqué à nouveau soit dans 

l’HBSS1X soit dans du DPBS1X, en fonction de l’analyse prévue, afin d’en extraire les 

villosités choriales isolées. L’ensemble des villosités choriales sont prélevées selon un 

schéma systématique : proche du cordon, proche du centre, proche du bord et 3 différents 

endroits du placenta afin de neutraliser l’hétérogénéité placentaire (critères de Mayhew). 

Pour chaque placenta, le protocole suivant a été respecté de manière systématique :  

➢ 24 villosités lavées dans de l’HBSS 1X puis plongées directement dans de l’azote 

liquide et conservées à -80°C : analyses protéiques par WB/ le protéome/ le 

méthylome,  

➢ 24 villosités lavées dans de l’HBSS 1X puis incubées pendant 24h à 4°C dans une 

solution de protection de l’ARN (RNAlater®) avant d’être plongées dans de l’azote 

liquide et conservée à -80°C : analyses transcriptionnelles  

➢ 4 villosités lavées dans du DPBS 1X et incubées 24h à 4°C dans une solution de 

paraformaldéhyde (PFA 16% sans méthanol Biomedicals™) dilué à 4% dans du 

DPBS 1X puis conservées dans une solution diluée à 1% PFA à 4°C jusqu’à 

expérimentation (DL 3mois) : analyses immuno-histologiques. 

➢ 48 villosités lavées dans du DPBS 1X : protocole des explants villositaires (cf. p 

172 : explants villositaire) 
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➢ 20 à 40g de villosités sont lavées dans de l’HBSS 1X et utilisées : protocole de la 

culture primaire de trophoblastes. 

L’ensemble de ce matériel récupéré a pu être utilisé pour différentes techniques 

d’expérimentation et d’analyses en fonction de l’axe de recherche et de la question posée. 

Pour plus de clarté, les prélèvements ainsi que les expérimentations effectuées et les 

analyses produites par type de placentas ont été répartis dans le schéma de la Figure ci-

dessous (Figure 17). 

 

 

Concentrations d’alcool choisies pour les expérimentations in vitro et ex vivo  

Pour l’ensemble des expérimentations, 2 doses d’alcool in vitro ont été choisies. Elles 

correspondent à des concentrations sanguines qui peuvent être retrouvées et en contact 

avec le tissu placentaire :  

➢ [0.5g/L] qui représente la limite autorisée par le code de la route pour la conduite 

en France (et qui est inférieure au seuil d’intoxication défini par l’OMS).  

Figure 17 Répartition des prélèvements placentaires du 1er ou troisième trimestre en fonction des expérimentations 
effectuées sur les différents tissus. 
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➢ [2g/L] qui représente une intoxication sévère, retrouvée chez les sujets adeptes du 

binge-drinking 

Les calculs de dilution ont pris en compte la masse volumique de l’alcool. L’alcool utilisé 

pour mes expérimentations est de l’éthanol absolu à 100% et a été dilué dans le même 

milieu de culture que la condition contrôle pour chaque expérimentation. Sur les 

prélèvements de patientes ayant consommé de l’alcool in vivo, une exposition in vitro a 

été réalisée afin de nous permettre d’observer l’effet d’une surexposition (effet in vitro 

après une exposition in vivo, quel que soit le moment et la durée de cette exposition). 

 

Expérimentations et manipulations avant les analyses 

 

Expériences ex vivo 

Perfusion placentaire 

L’expérimentation est pratiquée directement dans le laboratoire L2 du plateau technique 

Placentech® de la fondation PremUp. Ainsi, les placentas sont perfusés directement après 

la délivrance d’après la méthode adaptée de Schneider (Schneider, 1972). Le but de la 

perfusion est de rétablir la double circulation materno-fœtale du placenta ex vivo. Celle-ci 

sera sous contrôle du pH, de la température et des débits de perfusion. Seulement un 

cotylédon de chaque placenta sera perfusé.  Un circuit semi-ouvert (c’est-à-dire avec une 

recirculation pendant toute l’expérimentation du perfusat fœtal mais pas de recirculation 

du perfusat maternel) a été utilisé pour étudier le passage transplacentaire de l’alcool 

ainsi que son effet sur les sécrétions placentaires.  

Préparation du matériel et design de l’étude  

La chaîne de perfusion est composée d’un bain-marie à 39°C dans lequel baignent deux 

flacons contenant les solutions de perfusion maternelle et fœtale, agitées en permanence 

par des agitateurs magnétiques. Dans le cadre de cette étude, les différentes solutions 

étaient composées comme indiqué dans le Tableau 5.  



174 
 

Tableau 5 Composition des solutions utilisées pour la perfusion ex vivo des placentas  

Conditions Perfusat Earle® 

Balance Salt 

solution 

(sulfate 

10x) 

Antipyrine 

C11H12N2O 

[40g/L] 

Ethanol  

Placentas 

« Control » 

Fœtal  300mL / / 

Maternel 1300mL 650µL / 

Placentas 

« 2g/L » 

Fœtal  300mL / / 

Maternel 1300mL 650µL 3291µL 

  

Pour chaque perfusion, le pH des solutions est fixé à 7 .4 ± 0.1 pour la solution maternelle 

et 7.2 ± 0.1 pour la solution fœtale (à l’aide de 2 correcteurs de pH : NaOH (Hydroxyde de 

Sodium) et HCL (Acide Chloridrique)). Grâce à une pompe péristaltique, les débits sont 

fixés à 12mL/min pour le débit maternel et 6mL/min pour le débit fœtal et permettent 

une perfusion à la fois du côté maternel et du côté fœtal, reproduisant les conditions 

physiologiques.  

Mise en route de la perfusion  

Une fois le placenta récupéré, il est pesé et les membranes retirées. Une analyse 

macroscopique est effectuée afin de repérer l’intégrité d’un cotylédon que l’on souhaite 

perfuser. La première étape de perfusion est de trouver une artère choriale et sa veine 

associée puis de poser le cathéter dans l’artère et la veine et les maintenir grâce à une 

aiguille et du fil Vicryl rapide 2/0. La pompe péristaltique est mise en route afin de laver 

rapidement le cotylédon, ce qui permet de l’identifier et de s’assurer de son intégrité. Le 

retour veineux est immédiatement vérifié du côté fœtal et contrôlé pendant toute la durée 

de la perfusion. 

A cette étape, le placenta est retourné et posé face maternelle vers le haut dans la chambre 

de perfusion à 37°C. On peut ainsi planter un cathéter à 3 têtes dans le cotylédon qui a « 
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blanchi » et lancer la pompe péristaltique du côté maternel. L’ensemble de ces éléments 

est légendé dans la photo de la Figure 18. 

 

Une fois la perfusion mise en route, la chambre de perfusion fermée et les débits vérifiés, 

des fractions sont prélevées au niveau du compartiment maternel et de la veine fœtale. 

Du côté maternel, 3.5mL sont récupérés toutes les 10min jusqu’à 60min puis toutes les 15 

minutes jusqu’à 2h (fin de la perfusion). Du côté fœtal, l’intégralité de l’éluat a été 

récupéré et réparti de cette manière :  

➢ Toutes les 5min pendant 30min, puis toutes les 15min pendant 1h30, l’éluat est 

récupéré pendant 1 minute pour les dosages (Antipyrine et alcool) 

➢ Pour les 4 minutes restantes des premières 30min, la totalité de l’éluat est 

récupéré dans un seul Falcon de50mL 

➢ Dès 30 minutes et jusqu’à 120 minutes (fin de la perfusion), un volume d’éluat 

écoulé pendant 5min (environs 30mL) est récupéré toutes les 15 minutes dans 

un Falcon de 50mL.  

Figure 18 Poste de travail pour la perfusion placentaire. La chaine de perfusion est composée d’un bain marie chauffant les 
2 solutions de perfusat fœtal et maternel. Celles-ci sont acheminées au placenta par des tubulures et le débit est contrôlé par 
la pompe péristaltique. La chambre de perfusion placentaire est chauffée à 37°C, le placenta y est déposé face fœtale perfusée 
vers le bas et face maternelle cathelonée vers le haut. Les éluats fœtal et maternel sont récupérés dans différents tubes.  
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L’ensemble de l’éluat fœtal a été centrifugé et concentré en vue des études du secrétome. 

Des contrôles de fonctionnalité placentaire sont réalisés avec une cinétique de la 

consommation en glucose et de sa transformation en lactate au cours de la perfusion. A la 

fin de la perfusion, le cotylédon sera lavé au DPBS 1X, disséqué. Une partie sera conservée 

dans du PFA 4% à 4°C 24h puis dans du PFA 1% jusqu’à utilisation pour de 

l’immunohistochimie ; L’autre partie sera stockée à -80°C. Les perfusâts maternels et 

éluas fœtaux seront utilisés pour l’analyse du secrétome.  

Validité de la perfusion  

L’antipyrine (ATP) est dosée en HPLC par détecteur ultraviolet (HPLC-UV) sur la 

plateforme Placentech® de la fondation PremUp ;  

Le taux de transfert fœtal (TTF) est calculé par la formule suivante :  

𝑇𝑇𝐹 =
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝐴𝑇𝑃 𝐹𝑜𝑒𝑡𝑎𝑙𝑒

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝐴𝑇𝑃 𝑚𝑎𝑡𝑒𝑟𝑛𝑒𝑙𝑙𝑒
× 100 

 

Le TTF permet d’évaluer le passage transplacentaire de l’antipyrine et ainsi de valider 

l’expérience. L’expérience est validée si le TTF≥20%. 

Tous les placentas analysés, qu’ils aient été perfusés par une solution « alcool » ou non, 

ont été validés par le TTF de l’antipyrine.  

Faute d’accès illimité à la chaîne de perfusion de la fondation jour et nuit, les prélèvements 

issus de patientes ayant consommé de l’alcool n’ont pas pu être étudiés pour la perfusion.  

Expériences in vitro  

Explants villositaires 

Après dissection, les villosités qui serviront pour les explants villositaires sont lavées dans 

du DPBS 1X. Toutes les villosités sont ensuite incubées dans une plaque 24 puits stérile 

avec couvercle (une villosité/ puit) dans 2 mL de milieu de culture « contrôle » (DMEM 

(Thermofisher Scientific™ 11880) (1X) ([+]1g/L D-Glucose [+] pyruvate [-] L-Glutamine 

[-] Rouge de phénol) + 10% Sérum de veau fœtal CVFSVF00-01 Euro bio©, + 1% 

GlutamMAX™ (100X) (Gibco© 35050-061), +1% de Pénicilline / streptomycine 15140-



177 
 

122 Gibco©). Pour chaque placenta, 2 boîtes, chacune avec 24 explants villositaires sont 

préparées. Les plaques sont incubées à 37°C, 5% CO2 et le milieu des explants est changé 

et récupéré chaque jour pendant 6 jours à heure fixe. Pour ce faire, les milieux 

d’incubation sont prélevés directement dans les puits et poolés par condition (ex : 

« contrôle 24h »). Les tubes poolés sont centrifugés pour éliminer les débris cellulaires/ 

hématies et le surnageant est réparti par volume de 1mL dans des tubes à hémolyse. Les 

tubes sont ensuite conservés à -20°C jusqu’à dosage (hormones/stéroïdes). Du nouveau 

milieu complet est remis dans les puits pour 24h et ainsi de suite jusqu’au traitement des 

explants à 6 jours. Au 6e jour, les explants villositaires ont été traités :  

➢ Une boîte pour 24h d’incubation (J7) 

➢ Une boîte pour 48h d’incubation (J8) 

Le choix du traitement au 6e jour a été fait suite à une analyse de la sécrétion d’hCG 

(témoins du renouvellement du tissu trophoblastique) et de la LDH (témoins de mort 

cellulaire) sur 10 jours de culture des explants villositaires de n=4 placentas à terme. Cette 

cinétique a montré un renouvellement du syncytium à J6. 

Pour les prélèvements de premier trimestre, l’analyse (n=4 placentas IVG) a montré un 

renouvellement plus rapide du syncytium dès J4 ; le traitement des explants villositaires 

de premier trimestre est donc réalisé à J4, la récupération de la boîte 24h de traitement à 

J5 et de la boîte 48h de traitement à J6. 

Chaque boîte comprend 3 conditions (8 explants par condition) :  

➢ « contrôle » : milieu complet (décrit précédemment) 

➢ « Alcool [0.5g/L] » : milieu complet + [0.5g/L] d’éthanol pur 

➢ « Alcool [2g/L] » : milieu complet + [2g/L] d’éthanol pur 

Les explants villositaires sont répartis tels que le décrit la Figure 19.  A J7 la plaque 24h 

de traitement est récupérée, puis J8 la plaque 48h de traitement. Par condition, les 

surnageants sont récupérés et poolés par condition (centrifugés puis conservés à -20°C 

jusqu’au dosage), trois villosités seront plongées directement dans l’azote liquide et 

conservées à -80°C (pour les analyses protéomique ou méthylomique) ; trois villosités 

seront incubées 24h dans du RNA Later à 4°C avant d’être plongées dans de l’azote liquide 

et conservées à -80°C (pour les analyses transcriptionnelles), et enfin deux villosités 
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seront incubées dans du PFA 4% pendant 24h avant d’être conservées dans du PFA 1% à 

4°C (pour l’immunohistochimie).  

 

Culture primaire 

Une fois disséquées, les villosités issues du placenta sont récupérées et centrifugées. Le 

surnageant est éliminé afin de peser les villosités (20 à 40g de villosités sont utilisées pour 

la récupération des CTV) qui seront soumises à une digestion dans une solution 

enzymatique (HBSS1X + trypsine (0,2%) (Trypsin 1 :250 Gibco 27250-018), supplémentée 

en calcium (CaCl2 0,1M), magnésium (MgSO4 0,1M), lait demi écrémé bio stérile (4%) et 

Dnase (0,03%)) à raison de 5mL/g de villosités obtenues. Les villosités sont digérées au 

bain-marie à 37°C une première fois pendant 30 minutes puis 20 minutes pour la 2e 

digestion et enfin 10 minutes pour les digestions suivantes (8 digestions maximum en 

tout) en changeant la solution enzymatique à chaque fois. Les digestions sont suivies en 

prélevant un peu de solution avec quelques villosités afin d’observer au microscope 

optique l’avancement de la digestion, c’est-à-dire le détachement des CTV. A partir du 

moment où les CTV sont visibles dans le milieu, les surnageants sont récupérés et 

Figure 19 – Répartition schématique des explants villositaires dans la boite 24 puits. 3 conditions ont été étudiées (contrôle 
(SVF), 0.5g/L (SVF+ [0.5g/L] EtOH) et 2g/L (SVF +[2g/L] EtOH)). Pour chaque condition, une fois le traitement terminé les 
villosités ont été conservées comme décrit sur le schéma en vue d’analyses fonctionnelles.  
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transférés dans différents tubes de 50mL contenant préalablement chacun 1% de sérum 

de veau fœtal afin de stopper l’action de la trypsine (SVF de-complementé Sigma©). Une 

fois les digestions terminées, les villosités sont rincées dans de l’HBSS 1X à 37°C sous le 

PSM. Cette étape, répétée 2 à 4 fois permet d’optimiser la récupération des CTV. A ce stade, 

les villosités commencent à être bien digérées, la quantité de CTV diminue fortement dans 

les surnageants et continuer les digestions provoquerait un relargage de fibroblastes. 

Après ces étapes, les tubes contenant les CTV sont centrifugés. Les culots cellulaires sont 

repris dans un volume maximum de 2 mL de milieu sans sérum de veau fœtal (DMEM 

(Thermofisher Scientific™ 11880) (1X) ([+]1g/L D-Glucose [+] pyruvate [-] L-Glutamine 

[-] Rouge de phénol) + 1% GlutamMAX™ (100X) (Gibco© 35050-061), +1% de Pénicilline 

/ streptomycine 15140-122 Gibco©). Cette suspension cellulaire est déposée sur un 

gradient de percoll que l’on a préparé en amont (annexe 4) et soumise à une 

centrifugation de 2500 rpm (rotations par minutes), pendant 20 minutes avec une 

accélération douce. Les CTV sont séparés et se retrouvent à une densité correspondant à 

20 et 25 % du gradient de percoll. La bande de percoll contenant les cellules est récupérée 

et resuspendue dans un volume adéquat de milieu complet (DMEM (1X) ([+]1g/L D-

Glucose [+] pyruvate [-] L-Glutamine [-] Rouge de phénol) + 10% Sérum de veau fœtal 

CVFSVF00-01 Euro bio©, + 1% GlutamMAX™ (100X) (Gibco© 35050-061), +1% de 

Pénicilline / streptomycine 15140-122 Gibco©). Une numération par une cellule de 

comptage dans du Bleu de Trypan (Cell counter Biorad©) nous permet de déterminer le 

nombre total de cellules isolées et leur viabilité. Les cellules sont ensuite ensemencées 

dans des boîtes de culture. Les boîtes de diamètre 35mm sont utilisées pour 1,2 millions 

de cellules dans 1.5 mL de milieu complet et les boîtes de diamètre 60mm sont utilisées 

pour 3 millions de cellules dans 3 mL de milieu complet. Les cellules sont ensuite placées 

dans un incubateur à 37°C, 5% de CO2. L’ensemble des étapes de la récupération des CTV 

est reproduit sur le schéma de la Figure 20 pour plus de compréhension.  Le lendemain, 

les cellules sont lavées à l’HBSS 1X cinq fois afin d’éliminer les cellules mortes ou non 

adhérentes puis réincubées dans du milieu de culture à 37°C, 5% de CO2 jusqu’au 

traitement.  
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Traitement des cellules  

L’objectif est d’étudier l’effet de l’alcool sur différentes fonctions trophoblastiques 

(sécrétion/transport/métabolisme) mais aussi de regarder l’impact de l’alcool sur la 

formation du syncytium (essentiel à l’ensemble de ces fonctions). Le lendemain de la 

culture, après avoir laissé reposer les cellules minimum 2h dans le milieu complet post 

lavage, celle-ci vont être traitées selon 3 conditions différentes : 

- Sans traitement « contrôle », milieu complet seul 

- Traitement alcool « 0.5g/L », milieu complet + éthanol pur dilué à [0.5g/L] 

- Traitement alcool « 2g/L », milieu complet + éthanol pur dilué à [2g/l] 

Le milieu complet utilisé pour les traitements est le même que précédemment c’est-à-dire 

qu’il est composé de DMEM (1X) (Thermofisher Scientific™ 11880) + 1g/L D-Glucose + 

pyruvate [-] L-Glutamine [-] Rouge de phénol (Gibco™, 11880028), 10% sérum de veau 

fœtal CVFSVF00-01 Euro bio©, 1% GlutamMAX™ (100X) (Gibco© 35050-061) et 1% de 

Pénicilline / streptomycine 15140-122 Gibco©. Les calculs de dilution ont pris en compte 

la masse volumique de l’alcool. L’éthanol utilisé est pur et la quantité prélevée à diluer 

Figure 20 Représentation schématique des différentes étapes essentielles de l’isolement des CVT pour la culture cellulaire 
primaire.  
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dans le milieu complet dépend de la condition. Ainsi traitées, les cellules vont être 

incubées dans le milieu 24h, 48h ou 72h à 37°C, 5% de CO2 avant récupération.  

Récupération des cellules après traitement 

Une fois la durée du traitement effectuée, les surnageants sont récupérés, poolés par 

condition et centrifugés, à 1200 rpm pendant 10 minutes afin d’éliminer les débris 

cellulaires, puis redistribués en volume de 1mL dans des tubes à hémolyse. La totalité des 

surnageants est placée à -20°C en attente des dosages. Parallèlement, les cellules sont 

lavées 3 fois à l’HBSS 1X puis récupérées par trypsination (Trypsine 0.05% EDTA 1X-

Gibco® 25300-062) et centrifugées à 1200 rpm pendant 10 minutes. Le surnageant est 

éliminé et le culot cellulaire est repris dans 1mL de DPBS 1X à 4°C pour bien laver les 

cellules et les transférer dans des eppendorfs avant d’être de nouveau centrifugés en spin 

(centrifugation rapide). Les culots cellulaires sont asséchés et plongés dans l’azote liquide 

puis conservés à -80°C jusqu’à leur utilisation pour les analyses transcriptionnelles 

(culots 1.2millions de cellules) et protéomiques (culots de 3 millions de cellules).  

Validation du modèle et contrôle de toxicité 

Au cours des 96h de culture (24h de repos + 24h/48h/72h de traitement) les CTV ne se 

divisent pas mais se différencient. Ils vont s’agréger et fusionner pour former le 

syncytiotrophoblaste (ou syncytium). Cette fusion, faisant intervenir différentes voies, va 

permettre la sécrétion de différentes hormones dont l’hCG (human Chorionic 

Gonadotrophin hormone) qui sera notre témoin de validation des cultures 

trophoblastiques. Pour chaque temps, chaque boîte de chaque condition, un dosage de la 

sécrétion d’hCG sera réalisé afin de valider les cultures. De la même manière, un dosage 

de LDH (témoins de mort cellulaire) est réalisé afin de s’assurer de la viabilité cellulaire 

jusqu’au dernier prélèvement, à 96h de culture.  

Fixation des cellules pour index de fusion 

Pour chaque culture, 2 boîtes de 1.2millions de cellules par condition et par temps sont 

fixées avant d’observer la fusion des cytotrophoblastes en syncytiotrophoblastes par 

immunocytochimie. Pour ce faire, une fois le temps de traitement fini et le surnageant 

prélever, les cellules sont rincées au DPBS 1X et exposées immédiatement à du méthanol 

glacé (-20°C) pendant 8 minutes (boîtes placées à -20°C également). Une fois les 8 minutes 

passées, le méthanol est éliminé et les cellules sont rincées 4 fois au DPBS 1X froid (4°C). 
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Une fois les rinçages effectués, 1mL de DPBS 1X froid est laissé dans chaque boîte et celles-

ci sont placées directement à 4°C jusqu’à utilisation pour le test d’index de fusion. 

 

Expérimentations et analyses in vitro  

 

Test d’index de fusion 

Le test de fusion est un test basé sur l’évaluation de la fusion cellulaire via une approche 

d’immunocytochimie. Le but est de marquer, à l’aide d’anticorps couplés à différents 

fluorochromes, les membranes cellulaires et les noyaux afin de suivre l’évolution de la 

fusion des cytotrophoblastes villeux en syncytiotrophoblastes à la suite d’une exposition 

à l’alcool in vitro et/ou in vivo. La desmoplakine (DSK) est une protéine des jonctions 

d’ancrage qui permet la cohésion intracellulaire. Elle lie les filaments du cytosquelette aux 

desmosomes et permet l’adhésion des cellules adjacentes entre elles. Le marquage à la 

desmoplakine va permettre de révéler les membranes plasmiques. Le marquage des 

noyaux par le DAPI (molécule intercalante de l’ADN, fluorescente) permettra le 

dénombrement des noyaux cellulaires et leur répartition dans le syncytium afin de 

déterminer un index de fusion des trophoblastes en culture. 

Protocole de marquage des cellules 

A la suite de la fixation au méthanol, les cellules sont rincées au DPBS 1X à température 

ambiante et incubées dans une solution de saturation de sites non spécifiques (DPBS 1X 

+ Albumine (BSA) 3%) pendant 1 heure. Un anticorps anti-desmoplakine (Abcam© 

16434, souris) dilué dans une solution DPBS 1X +BSA (1%) est ajouté et laissé 2h à 

température ambiante. Après 2h d’incubation les boîtes sont lavées au DPBS 1X, 

l’anticorps secondaire Alexa fluor 488 (chèvre anti-souris) dilué dans une solution DPBS 

1X +BSA (1%) est ajouté et incubé pendant 1h à l’obscurité. Les cellules sont de nouveau 

rincées puis le DAPI (DAPI Sigma© 20mg/mL) est ajouté pendant 10 minutes afin de 

marquer les noyaux. Enfin le montage des lames se fait avec un liquide de montage de 

type DAKO Monting medium (Sigma©, S3023). Les boîtes sont laissées à température 
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ambiante toute la nuit pour une polymérisation totale puis placées à 4°C jusqu’à 

l’acquisition des images. 

Acquisition des images en microscopie à fluorescence  

L’acquisition des images se fait par un microscope à fluorescence BX60 OPTIMUS. Les 

images sont prises par la caméra avec un objectif X40 (objectif en immersion) et traitées 

par le logiciel Vision® stage fluo. Six acquisitions sont faites à l’aveugle suivant un schéma 

en série (milieu, haut, bas, gauche, droite + une au hasard) pour chaque boîte (2 boîtes 

par condition) afin d’avoir un résultat représentatif (12 images par conditions au total). 

Le traitement des images est réalisé avec le logiciel ImageJ. Le comptage des CTV et ST 

pour index de fusion se fait également grâce à ce logiciel, il est possible de dénombrer la 

répartition des noyaux cellulaires et ainsi déterminer le nombre de cellules mononuclées 

(CT) et le nombre de syncytium (ST) formés (noyaux>2/cellule).  

 

Les différents CT et ST sont recensés dans un Tableur Excel et l’index de fusion est mesuré 

par la formule :  

Figure 21 Représentation schématique des différentes étapes de fixations, immunomarquages, acquisitions et traitement des 
données de la technique d’index de fusion des cytotrophoblastes.  
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𝐼𝐹 =
(𝑁𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑛𝑜𝑦𝑎𝑢𝑥 𝑝𝑎𝑟 𝑆𝑇) − (𝑛𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑠𝑦𝑛𝑐𝑦𝑡𝑖𝑢𝑚)

𝑛𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑛𝑜𝑦𝑎𝑢𝑥 𝑑𝑒 𝑙′𝑖𝑚𝑎𝑔𝑒
 

 

Un schéma récapitulatif du test de l’index de fusion est représenté sur la Figure 21 pour 

une meilleure compréhension. Les résultats sont ensuite mis en forme et analysés par le 

logiciel Graph Pad prism 7.  

Analyses transcriptionnelles 

L’analyse des transcrits permet une analyse qualitative des gènes différentiellement 

exprimés entre les échantillons « témoin » et les échantillons « alcool ». Ainsi il sera 

possible de ressortir l’effet de l’alcool sur les différentes voies de signalisation essentielles 

au bon développement du fœtus. Ces analyses de transcrits ont pu être effectuées sur les 

cellules issues de la culture primaire (culots 1.2millions) et sur les villosités issues de la 

dissection du placenta et congelées après incubation dans le RNAlater® ou encore sur les 

villosités issues des explants villositaires et congelées après incubation dans le 

RNAlater®. 

Extractions d’ARN sur culots cellulaires  

Les extractions d’ARN à partir des culots secs (1.2 million de cellules) ont été réalisées sur 

colonne avec le kit d’extraction d’ARN Arcturus® Picopure®. Les culots cellulaires de 

cellules traitées aux différentes conditions sont d’abord repris dans du tampon de lyse. 

Après incubation de 30 minutes à 42°C suivie d’une heure minimum de stockage à – 80°C, 

de l’éthanol à 70 % est ajouté à chaque échantillon. Cette solution est ensuite déposée au 

centre de la colonne de purification préalablement traitée au tampon de conditionnement 

(comme indiqué par le fournisseur du kit). Après centrifugation permettant aux ARN de 

se lier à la colonne, un traitement à la Dnase Qiagen ® (ref 79254) est réalisé. La colonne 

est ensuite lavée et centrifugée plusieurs fois. Enfin un tampon d’élution est déposé au 

centre de la colonne afin de détacher les ARN qui y sont liés puis la colonne est centrifugée 

sur un eppendorf de 0,5mL afin de récupérer les ARN dans le tampon d’élution pour 

dosage des ARN.  
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Extractions d’ARN de villosités  

Les échantillons utilisés sont les villosités ayant été incubées 24h dans une solution de 

RNA Later, trempées dans de l’azote liquide puis conservées à sec à -80°C. Les extractions 

sont réalisées sur des colonnes d’extraction du kit RNAeasy Midi Kit® conformément aux 

instructions du fournisseur kit, Qiagen® (ref 75144).  

La première étape consiste à peser la ou les villosités utilisées pour extraction (>20mg-

250mg<). Pour les extractions de villosités issues directement de la dissection du placenta 

à l’arrivée au laboratoire, une villosité de chaque endroit (bords, centre, cordon + une au 

hasard) sont poolées pour avoir une bonne représentation de l’organe entier.  

Une fois pesées, les villosités sont placées dans des Falcon de 15mL pour être broyées par 

ULTRA TURRAX® (IKA Disperseurs Fragmentation ULTRA TURRAX®). Une fois broyées, 

les villosités sont centrifugées pour éliminer les débris tissulaires. Le surnageant de 

chaque tube est prélevé et solubilisé dans de l’éthanol 70%. Puis chaque solution est 

déposée sur une colonne Rneasy spin® fournie par le kit. Après différentes 

centrifugations permettant aux ARN de se lier à la colonne, un traitement à la DNase 

Qiagen ® (ref 79254) est réalisé. La colonne est ensuite lavée et centrifugée plusieurs fois. 

Enfin de l’eau RNAse free est déposée au centre de la colonne afin d’éluer les ARN qui y 

sont liés puis la colonne est centrifugée sur un eppendorf de 0.5mL afin de récupérer les 

ARN dans l’eau RNAse free pour dosage des ARN. 

Mesure des ARN issus des différentes extractions  

A l’issue de l’extraction, les ARN sont dosés avec un Nanodrop (Nanodrop® 

Spectrophotometer 11 ND-1000). Ce dernier, en mesurant l’absorbance des échantillons 

à 260 nm (longueur d’onde d’absorption des acides nucléiques), détermine la 

concentration d’ARN présents dans les éluats d’extraction. Le Nanodrop® permet 

également de déterminer la pureté des ARN extraits (contaminations protéiques (rapport 

des mesures A260/280) et organiques (rapport des mesures A260/A230)). Une fois ces 

mesures effectuées, un inhibiteur de RNAses (RNAseOUT Invitrogen™) est ajouté à 

chaque échantillon afin d’éviter toute dégradation puis ces derniers sont conservés à -

80°C.  
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RTqPCR sur plaques PCR Eurogentec® 

Rétro transcription d’ARN en ADNc  

Le but de la rétrotranscription (RT) est de transformer les ARN précédemment extraits 

en ADN complémentaires. Pour chaque RT, 500ng d’ARN dilués dans de l’eau RNAse-

DNAse free (qsp 10µL) sont utilisés. On ajoute à chaque échantillon 1µL de Random 

Primers dilué (Random Primers [3µg/µL] 48190-011 Invitrogen™) et 1µL de dNTP 

(préparé à partir du kit dNTPset [100mM] 10297-018 Invitrogen™). Les ARN sont ensuite 

linéarisés par chauffage afin de faciliter la réaction de rétro transcription à venir. Les 

échantillons sont donc placés dans un thermocycleur pendant 5 minutes à 65°C.  

La rétrotranscription repose sur l’action d’une ADN polymérase ARN-dépendante (Super 

script III Invitrogen™) capable de synthétiser de l’ADNc à partir d’un brin matrice d’ARN. 

Dans chaque tube d’ARN préalablement linéarisé, 6µL de MIX contenant la Super script III 

(kit Super script SSIII 18080-044 Invitrogen™) ainsi que 1µL de RNAse out sont ajoutés. 

Les tubes sont ensuite placés à nouveau dans le thermocycleur où ils sont soumis à une 

température de 50°C pendant 50 minutes (synthèse d’ADNc par l’action de la 

transcriptase inverse) puis à une température de 70°C pendant 15 minutes (inactivation 

de la Super script III et séparation des brins d’ARN et d’ADNc). Les ADNc ainsi récupérés 

sont conservés à -20°C jusqu’à utilisation pour la PCR quantitative.  

PCR (Polymerase chaine reaction) quantitative 

L’objectif de la PCR quantitative (ou qPCR) est la quantification relative des transcrits 

présents dans un échantillon exposé à l’alcool in vivo ou in vitro par rapport à un 

échantillon témoin (ou un échantillon issu d’IVG par rapport à un terme). Pour réaliser les 

qPCR, nous avons utilisé le kit Takyon TmROX SYBR Master Mix dTTP Blue® 

(Eurogentec®, UF RSMB0701). Ce dernier utilise les propriétés d’un intercalant de l’ADN, 

le SYBER Green, capable d’émettre une fluorescence lorsque l’ADN est sous forme bi 

caténaire. Dans le thermocycleur (CFX384 Touch™ Real time PCR detection System, 

BIORAD™), les fragments d’ADNc spécifiques à un couple d’amorces donné sont amplifiés 

à chaque cycle. Du fait des propriétés du SYBER Green, la fluorescence augmente 

également à chaque cycle d’amplification. Le thermocycleur est capable de détecter la 

fluorescence émise par le SYBER Green à partir d’un certain seuil, correspondant à une 

quantité d’amplicons donnée. Ainsi, le nombre de cycles nécessaires pour atteindre le 
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seuil de détection de la fluorescence varie suivant la concentration initiale du fragment 

d’ADNc à amplifier.  

Protocole 

Une solution de MasterMIX est préparée avec les amorces correspondantes au gène à 

amplifier (Annexe 1 p331) et les ADNc sont dilués au 1/10e dans de l’eau RNAse free. Les 

plaques utilisées pour la qPCR sont des plaques transparentes Eurogentec®. Dans chaque 

puits : 2µL d’ADNc dilué+ 8µL de MasterMIX (comprenant les amorces) sont déposés. 

Chaque échantillon est déposé en duplicate et des contrôles positifs et négatifs sont 

réalisés pour chaque couple d’amorce afin de vérifier qu’il n’y a pas de contamination dans 

les tubes d’amorces. La plaque est ensuite filmée puis centrifugée avant d’être déposée 

dans le thermocycleur pour amplification. Le programme d’amplification est constitué de 

40 cycles, comprenant chacun une étape de dénaturation (10sec à 95°C) et une étape 

d’hybridation/élongation (90sec à 60°C). A l’issue de ce programme, un cycle de 

dissociation a été réalisé en soumettant les amplicons à une élévation progressive de 

température (10 sec à 95°C, 2sec à 60°C puis 5sec à 95°C). Ces différentes phases sont 

retranscrites dans la Figure ci-dessous (Figure 22). 

La température de dissociation d’un fragment d’ADN double brin étant dépendante de sa 

séquence, cela permet de vérifier que l’amplification s’est bien faite sur une séquence 

unique. Le logiciel Bio-rad CFX Maestro (software 2. 0) nous permet d’analyser les 

résultats et de vérifier les courbes d’amplification (Figure 23 A), de dissociation (Figure 

23 B), ainsi que le pic de dissociation (Figure 23 C). Afin de normaliser l’expression des 

gènes testés, nous avons utilisés 3 gènes de référence : RPLO, SDHA et RPL13 (Annexe 1). 

Figure 22 – Programme d’amplification réalisé par le thermocycleur Biorad™ de la qPCR.  
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Ces gènes, dont la transcription ne varie pas suivant les conditions expérimentales testées 

(terme, IVG, CT, ST, contrôle, traitements), reflètent le niveau d’expression basal de la 

cellule et constituent un étalon. La quantification relative des transcrits est calculée selon 

la méthode des ΔCQ (CQ « control quality » = valeur de sortie de cycle) décrite par Pfaffl 

en 2001. Pour chaque échantillon on a travaillé par défaut en ΔΔCQ pour faire un ratio 

normalisé sur les gènes de référence et le témoin. Enfin le Fold change, correspondant à 

la valeur relative entre l’expression transcriptionnelle d’un échantillon « Test » par 

rapport au témoin, est calculé par la formule suivante : 𝐹𝐶 = 2−𝛥𝛥𝐶𝑄 .  

Les résultats des qPCR ont été analysés avec le logiciel Excel puis GraphPad® Prism® 7.0.  

RTqPCR pour plaque Qiagen® RT2 Profiler™ PCR Array  

Une analyse transcriptionnelle a été réalisée sur plaques Qiagen® RT2 Profiler™ PCR 

Array coatées.  Le système PCR RT2™ Profiler permet d’analyser rapidement l’expression 

génique des différentes voies de signalisation cible. Ces plaques déjà coatées permettent 

un gain de temps et de matériel puisque les analyses sont faites en simplicate (des 

contrôles qualité sont faits en amont par Qiagen®), et les contrôles positifs et négatifs 

sont déjà présents sur chaque plaque. Un avantage majeur de ces plaques est également 

Figure 23 Courbes d’amplification (A), de dissociation (B) et pic de dissociation (C) généré par le logiciel CFX Maestro pour 
validation des résultats de la qPCR. 

A 

B C 
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de permettre de screener plus de 300 gènes sur une même plaque pour une première 

analyse sans avoir à commander l’ensemble des 300 couples amorces (sens et antisens).  

Pour ces analyses, 3 puces, en format 384 puits, différentes ont été étudiées :  

- RT2 Profiler™ PCR Array Angiogenèse Humaine (ID GeneGlobe -PAHS-024Z) 

- RT2 Profiler™ PCR Array Récepteurs de neurotransmetteurs humains (ID GeneGlobe- 

PAHS-060Z) 

- Custom RT2 Profiler™ PCR Array (CLAH37861) : 8 échantillons/plaque et 48 puits par 

échantillon (43 gènes d’intérêt + 3 gènes de ménages + deux contrôle). 

Transcription inversée (rétrotranscription) d’ARN en ADNc  

Un kit RT2 First Strand Kit™ (Qiagen® 330401) a été utilisé pour les rétrotranscriptions 

spécifiques des ADNc qui seront utilisés pour les plaques RT2 Profiler™ PCR Array. Pour 

chaque échantillon, 1µg d’ARN dilués dans de l’eau RNAse-DNAse free + 6µL de Buffer GE 

(GDNA elimination buffer) sont utilisés (qsp 14µL). Les échantillons sont incubés à 37°C 

pendant 5 minutes pour linéarisation des ARN puis placés immédiatement dans la glace 

pour 1 minute. On ajoute ensuite 6µL du mix BC5 Reverse Transcriptase Mix pour un 

volume total de 20µL par échantillon. Les tubes sont placés dans le thermocycleur où ils 

sont soumis à une température de 42°C pendant 15 minutes puis à une température de 

95°C pendant 5 minutes et enfin refroidis dans la glace pour au minimum 1 min. Les ADNc 

ainsi récupérés sont conservés à -20°C jusqu’à utilisation pour la PCR quantitative. 

PCR quantitative pour plaque PCR  

Pour réaliser les qPCR, nous avons utilisé le kit RT2 SYBR Green qPCR Mastermix 

(Qiagen® 330501). Ce dernier utilise les propriétés d’un intercalant de l’ADN, le SYBER 

Green, déjà décrit. Dans le thermocycleur (CFX384 Touch™ Real time PCR detection 

System, BIORAD™), les fragments d’ADNc spécifiques à un couple d’amorces sont 

amplifiés à chaque cycle. Du fait des propriétés du SYBER Green, la fluorescence augmente 

également à chaque cycle d’amplification. Le thermocycleur est capable de détecter la 

fluorescence émise par le SYBER Green à partir d’un certain seuil, correspondant à une 

quantité d’amplicons donnée. Ainsi, le nombre de cycles nécessaires pour atteindre le 

seuil de détection de la fluorescence varie suivant la concentration initiale du fragment 

d’ADNc à amplifier.  
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Protocole  

Les ADNc sont dilués au 1/10e dans de l’eau RNAse free. Les plaques utilisées pour la qPCR 

sont les plaques RT2 profiler™ PCR Array. Pour chaque échantillon une solution de 

MasterMIX (RT2 SYBR Green qPCR Mastermix (Qiagen® 330501) + ADNc dilué + qsp H2O 

Rnase/Dnase free fournie par le kit (Pour 1000µL : 500µL MasterMIX + 78.46µL ADNc + 

421.54µL H2O Rnase/Dnase free). Dans chaque puits de la plaque sont déposés 10µL du 

Mix précédant. La plaque est ensuite filmée et centrifugée avant d’être déposée dans le 

thermocycleur pour amplification. Le programme d’amplification est constitué de 40 

cycles, comprenant chacun une étape de dénaturation (15 sec à 95°C) et une étape 

d’hybridation/élongation (1 min à 60°C). A l’issue de ce programme, un cycle de 

dissociation a été réalisé en soumettant les amplicons à une élévation progressive de 

température (10 sec à 95°C, 2 sec à 60°C puis 5 sec à 95°C).  

Comme pour les plaques non coatées, la température de dissociation d’un fragment d’ADN 

double brin étant dépendante de sa séquence, cela permet de vérifier que l’amplification 

s’est bien faite sur une séquence unique. Le logiciel Bio-rad CFX Maestro (software 2.0) 

nous permet d’analyser les résultats et de vérifier les courbes d’amplification, de 

dissociation, ainsi que le pic de dissociation. 

Afin de normaliser l’expression des gènes testés, nous avons utilisés les 3 mêmes gènes 

de référence : RPLO, SDHA et RPL13. La quantification relative des transcrits est calculée 

selon la même méthode des ΔCQ (CQ « control quality » = valeur de sortie de cycle). Pour 

chaque échantillon on a travaillé par défaut en ΔΔCQ pour faire un ratio normalisé sur les 

gènes de référence et le témoin. Enfin le Fold change, correspondant à la valeur relative 

entre l’expression transcriptionnelle d’un échantillon « Test » par rapport au témoin, est 

calculé par la formule suivante : 𝐹𝐶 = 2−𝛥𝛥𝐶𝑄 . 

Les résultats des qPCR ont été analysés avec le logiciel Excel puis Graph Pad prism 7. 

 



191 
 

Analyses Protéomiques 

Extraction de protéines  

L’extraction des protéines à partir des culots cellulaires 3 millions a été réalisée avec le 

tampon M-PER® (Mammalian-Protein Extraction Reagent- Thermo scientific 78501). A 

chaque échantillon a été ajouté 80µL de solution : M-PER + 1/100e de Protéases 

(Calbiochem® 539131) +1/50e de phosphatases (Calbiochem®524629). La solution est 

déposée directement sur échantillons glacés (-20°C) et chaque échantillon est ensuite 

passé au sonicateur® une minute puis 30 secondes. Une fois l’échantillon broyé, il a été 

centrifugé 12 minutes à 4°C à 13000 rpm. Les protéines se trouvent dans le surnageant et 

sont conservées à -80°C jusqu’à utilisation.  

L’extraction des protéines des villosités a été réalisée avec le tampon T-PER® (Tissu-

Protein Extraction Reagent- Thermo scientific 78510). Pour un échantillon de 300mg de 

villosités on a ajouté 200µL de solution : T-PER + 1/100e de Protéases (Calbiochem® 

539131) +1/50e de phosphatases (Calbiochem®524629). La solution est déposée 

directement sur échantillons glacés (-20°C) et chaque échantillon est ensuite passé à 

l’ULTRA TURRAX® ((IKA Disperseurs Fragmentation ULTRA TURRAX®) 1minute puis 

30 secondes. Une fois l’échantillon broyé, il a été centrifugé 12 minutes à 4°C à 13000 rpm. 

Les protéines se trouvent dans le surnageant et sont conservées à -80°C jusqu’à 

utilisation.  

Dosage de protéines  

Les protéines ont été dosées grâce à un kit de dosage protéique Pierce ™ BCA 

(ThermoFisher scientific® 23227). La gamme étalon a été préparée à partir des solutions 

du kit (diluée dans du DPBS 1X) et selon la proportion conseillée par le fournisseur allant 

de [0] à [200µg/mL]. 50µL de réactif (25xA+24xB+1xC) ont été déposés dans tous les 

puits de la plaque. Les échantillons ont été dilués au 1/50e et 50µL ont été déposés dans 

les puits correspondants. Chaque dosage a été fait en triplicate pour une meilleure 

validation. La plaque a ensuite été incubée 1h à 60°C. La lecture des absorbances de la 

plaque a été faite à 650nm par l’ENSPIRE® (spectrophotomètre- lecture de microplaques- 

Perkin Elmer™) 
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Protéome  

L’analyse du protéome a été effectuée sur des villosités issues de dissection de placenta 

« témoins », « alcool » et de 1er trimestre (précoce et tardif) lavées dans du DPBS 1X et 

congelées directement à -80°C via un bain d’azote liquide. Cette analyse a fait l’objet d’une 

prestation extérieure sur la plateforme Protéom’IC de l’Institut Cochin. Pour l’analyse, 

n=5 échantillons/condition « Témoins » - « Alcool » - « 1er Trimestre Précoce » - « 1er 

Trimestre Tardif » ont été utilisés. D’après les techniciens de la plateforme, seuls 3 

échantillons pouvaient suffire pour l’analyse mais à ce stade, nous avons préféré utiliser 

tous les échantillons “Alcool” disponibles au moment de cette analyse et nous aligner sur 

ce nombre pour l’ensemble des conditions. Pour chaque placenta, 40mg de villosités ont 

été analysés. Directement sur la plateforme technique, les échantillons ont été broyés 

dans l’azote liquide puis repris dans du SDS et incubés à 95°C pour dénaturation. Les 

échantillons ont ensuite subi une réduction par alkylation des ponts disulfures puis ont 

été digérés par Trypsine à 37°C pendant toute la nuit (afin de couper les protéines en 

peptide de 800 à 1600kD). L’étape suivante est le fractionnement des peptides par 

séparation de la charge en chromatographie CSX (permet d’accrocher les peptides 

chargés positivement). De ce fractionnement sont ressorties 5 fractions qui ont pu être 

injectées sur un spectromètre de masse (TIMS-TOF™) pendant 120 min. Enfin le fichier 

total a été interrogé avec le logiciel MaxQuant® qui permet d’identifier des protéines par 

« matching » entre les séquences obtenues et le fichier FASTA théorique. Les résultats de 

l’analyse nous ont été fournis en quantification relative en LFQ (Label Free Quantification) 

qui nous donne l’intensité du peptide et donc sa quantité dans l’échantillon. Ces données 

ont été analysées une première fois par le logiciel PERSEUS qui permet l’élimination des 

protéines « peu intéressantes » (comme les protéines reverses ou les protéines 

contaminantes). Également le logiciel nous a permis de faire une analyse en composante 

principale à l’aveugle afin de vérifier si des groupes d’échantillons se séparent ou se 

regroupent sans tag spécifique. Pour les statistiques, la p value a été fixée à 0.05.  

Enfin une analyse d’enrichissement synthétique a été réalisée avec l’aide d’une ingénieure 

d’étude de la plateforme Protéom’IC de l’Institut Cochin sur le logiciel INGENUITY afin d’y 

intégrer les données et ressortir les processus majeurs dans lesquels sont impliqués les 

protéines significativement différentes entre les placentas « alcool » et les placentas 

« témoins ». Les légendes des voies de signalisation produite par le logiciel sont résumées 
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en Annexe 3 afin de faciliter la compréhension mais sont également en format détaillé et 

complet en ligne via le lien :  

https://qiagen.secure.force.com/KnowledgeBase/articles/Basic_Technical_Q_A/Legend.    

 

Analyse des sécrétions 

Dosage de l’hCG   

Le dosage d’hCG est effectué sur les surnageants des cultures primaires et ceux des 

explants villositaires. Celui-ci est réalisé sur l’automate COBAD (8000e602) sur la 

plateforme de l’hôpital Cochin à l’aide de la trousse hCG (03271749). La gamme de 

concentration utilisée est 0.1-10000mUI/mL. La limite de détection de l’automate est de 

0.6mUI/mL. 

Dosage de la LDH 

Le dosage de LDH est effectué sur les surnageants des cultures primaires et ceux des 

explants villositaires. Celui-ci est réalisé sur l’automate COBAD (6000) sur la plateforme 

de l’hôpital Cochin à l’aide de la trousse « LDH Roche Cobas 6000 ». La gamme utilisée est 

10-1000 U/L. La limite de détection de l’automate est 8UI/mL. 

Dosage de la Progestérone  

Le dosage de LDH est effectué sur les surnageants des cultures primaires et ceux des 

explants villositaires. Celui-ci est réalisé sur l’automate COBAD (6000) sur la plateforme 

de l’hôpital Cochin à l’aide de la trousse « Liaison Progestérone II Gen », La gamme utilisée 

est 0,54-190 pmol/L. La limite de détection de l’automate est 0.4 mmol/L. Les échantillons 

ont le plus souvent été dilué au 1/10e  

Dosage du PLGF   

Le dosage du PLGF a été effectué sur les surnageants des cultures primaires et ceux des 

explants villositaires. Il a été réalisé à l’aide d’un Kit de dosage Human PlGF (Quantikine® 

ELISA - R&D Systems® DPG00). Les tampons/réactifs ont été reconstitués et utilisés en 

suivant les conseils du fournisseur. Un anticorps monoclonal spécifique du PlGF humain 

a été préenduit sur la microplaque de 96 puits fournie par le kit. La première étape est 

https://qiagen.secure.force.com/KnowledgeBase/articles/Basic_Technical_Q_A/Legend
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l’ajout de 100µL de diluant par puits. Puis 100µL de standard/ control ou d’échantillon 

sont ajoutés en duplicate dans les puits correspondants. La plaque est ensuite incubée 2h 

à température ambiante. Les puits sont aspirés et lavés 4x avec le tampon de lavage fourni 

par le kit et 200µL d’antiPlGF humain sont ajoutés à chaque puits. A nouveau la plaque est 

incubée 2h à température ambiante. Les puits sont à nouveau aspirés et lavés 4x. Enfin 

200µL de substrat sont ajoutés à chaque puits pendant 30 minutes à température 

ambiante et à l’obscurité. A la fin des 30 minutes, 50µL de solution d’arrêt sont ajoutés et 

la plaque est lue au lecteur de microplaques ENSPIRE® (spectrophotomètre- lecture de 

microplaques- Perkin Elmer™) à une longueur d’onde de 450nm puis à 570nm pour 

correction. Les résultats sont analysés par le logiciel Excel® puis Graphpad Prism®. 

 

Secrétome  

L’analyse du secrétome a été effectuée sur des surnageants issus de perfusions 

placentaires de patientes « Témoins » exposées à l’alcool in vitro. Cette analyse a fait 

l’objet d’une prestation extérieure sur la plateforme Protéom’IC de l’Institut Cochin. Pour 

l’analyse n=5 échantillons/conditions « contrôle » « [2g/L] ». Le volume initial de chaque 

échantillon étant très élevé, les échantillons ont été concentrés jusqu’à 1000 fois sur 

colonne Amicon® 10kD (Centrifugal Filters – Protein purification and concentration- 

Mercmillipore™). 1/10e des échantillons fourni a été déposé sur gel afin de vérifier les 

profils d’expression des différents échantillons. Un dosage sur gel a été réalisé par la 

plateforme puis les échantillons ont été digérés en « strap » afin d’en extraire les 

protéines. L’ensemble de ces digestions a été passé injectées sur un spectromètre de 

masse (TIMS-TOF™). Le fichier total des protéines a été interrogé avec le logiciel 

MaxQuant® qui permet d’identifier des protéines par « matching » entre les séquences 

obtenues et le fichier FASTA théorique. Les résultats de l’analyse nous ont été fournis en 

quantification relative en LFQ (Label Free Quantification) qui nous donne l’intensité du 

peptide et donc sa quantité dans l’échantillon. Ces données ont été analysées par le logiciel 

PERSEUS qui permet l’élimination des protéines « peu intéressantes » (comme les 

protéines reverses ou les protéines contaminantes). Également le logiciel nous a permis 

de faire une analyse en composante principale à l’aveugle afin de vérifier si des groupes 

d’échantillons se séparent ou se regroupent sans tag spécifique. Pour les statistiques, la p 

value a été fixée à 0.05 sans FDR et 0.01 avec FDR.  



195 
 

Imagerie 

Immunohistochimie  

L’immunohistochimie a été réalisée sur les villosités conservées en PFA1% issues de la 

dissection (lavées au DPBS 1X) ou des explants villositaires. Les villosités ont été inclues 

en agarose puis découpées au vibratome Leica® (VR1200S) en coupe de 100µm. Les 

coupes ont été perméabilisées au triton 0.5% puis saturée 4h dans la solution de 

saturation (BSA3%+ Triton 0.1%+ Serum Donkey 5%+ 12.5µg/mL d’IGG humain + qsp 

DPBS1X). Pour chaque villosités 5 couples de marquages ont été regardés :  

- CD146 R (Rabbit Anti CD146 Polyclonal orb536618 – Biobyrt®) + CK7 (Anti CK7 

Mouse monoclonal- M7018- Dako®) 

- CK7 (Anti CK7 C terminal Rabbit   - SAB450-1652- Sigma®) + CD31 (Anti CD31 Mouse 

monoclonal - M0823- Dako®) 

- CD146 R (Rabbit Anti CD146 Polyclonal orb536618 - Biobyrt®) + CD31 ((Anti CD31 

Mouse monoclonal - M0823- Dako®)  

- CK7 (Anti CK7 C terminal Rabbit - SAB450-1652- Sigma®) + CD146(Mouse Anti 

MCAM polyclonal- SAB1406108-Sigma®) 

- IgG Rabbit + CK7 (Anti CK7 Mouse monoclonal- M7018- Dako®) 

- CK7 (Anti CK7 C terminal Rabbit - SAB450-1652- Sigma®) + IgG Mouse  

- + 1 coupe incubée en Phalloïdine au 1/400e  

Les marquages à la CK7 ou à la phalloïdine nous ont donné une indication sur les 

structures membranaires de la villosité et le marquage de CD31 nous indique les 

structures endothéliales de la villosité. Le marquage d’intérêt est celui du CD146 qui est 

un des biomarqueurs de l’alcoolisation in utero sur le modèle murin. 

Les anticorps ont été dilués dans une solution de BSA1% pour une concentration finale 

de [5 à 10µg] et ajoutés sur les coupes toute la nuit en agitation à 4°C. Le lendemain les 

coupes ont été lavées puis incubées 2h avec un couple d’anticorps secondaire :  

- AF555 Donkey Anti-Rabbit + AF488 Donkey anti-Mouse (dilués au 1/500e dans de la 

BSA1%) 

Les coupes ont ensuite été incubées 10minutes dans une solution de DAPI au 1/10000e. 

Enfin le montage des lames se fait avec un liquide de montage de type DAKO Monting 



196 
 

medium (Sigma©, S3023). Les boîtes sont laissées à température ambiante toute la nuit 

pour une polymérisation totale puis placées à 4°C jusqu’à l’acquisition des images.  

Acquisition des images en microscopie Confocale à fluorescence  

Les images ont été acquises sur l’appareil de microscopie confocale (Leica® SP8). Les 

images sont prises par la caméra fluo à un objectif X40 (objectif en immersion). Les 

longueurs d’ondes utilisées pour les acquisitions sont les suivantes (Figure 24) : 405nm 

pour le DAPI / 488nm pour les anticorps anti-Mouse (qui ont tous été couplé à l’anticorps 

secondaire AF488) / 552nm pour les anticorps anti-Rabbit (qui ont tous été couplé à 

l’anticorps secondaire AF555) /638nm pour la Phalloïdine. 

 

Six images ont été prises pour chaque condition et chaque coupe. Les images ont ensuite 

été traitées par le logiciel Fidji®. 

Statistiques 

Les statistiques ont été réalisées pour l’ensemble des données provenant des 

manipulations réalisées au laboratoire avec le logiciel GraphPad® Prism® 7.0. Le test 

statistique utilisé est précisé dans les légendes des Figures et le seuil de significativité est 

fixé à p<0.05.  

Pour les résultats de la plateforme Protéom’IC les statistiques ont été réalisées avec le 

logiciel de la plateforme et le seuil de significativité est fixé à p<0.01. 

  

Figure 24 Représentation schématique des longueurs d'ondes utilisées pour nos analyses sur le microscope Leica SP8. 
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Résultats 
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Note à l’attention du lecteur : Les figures de la partie résultats de ce manuscrit sont toutes 

dans un format article scientifique en anglais. 
 

 

 

Introduction des résultats   

Les résultats décrits permettent de mettre en avant une approche de trois axes de 

recherches avec différents modèles d’étude placentaire et via différentes analyses. 

➢ Tout d’abord, nous avons décrit l’impact de l’alcool sur le placenta humain en tant 

qu’organe fonctionnel de la grossesse (partie 1). Cela nous amène à mettre en 

évidence un syndrome d’alcoolisme placentaire.  

➢ Dans un second temps, nous avons développé les mécanismes par lesquels l’alcool, 

via le placenta, pourrait impacter le développement du fœtus et quel pourrait être 

le rôle du placenta dans les désordres corticaux observés chez les fœtus FASD 

(partie 2). 

➢ Enfin, dans une quête de biomarqueurs placentaires d’alcoolisation prénatale, 

nous recherché différentes pistes, en collaboration avec le Dr Camille Sautreuil et 

l’équipe du Dr Bruno Gonzalez (porteur du projet AlcoBrain) (partie 3).  
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Partie 1 

Le Syndrome d’Alcoolisme 

Placentaire 
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La première partie de cette étude a consisté à observer et décrire principalement les effets 

de l’alcool in vivo sur les fonctions placentaires essentielles au bon développement du 

fœtus.  Avant d’étudier à proprement parler chaque fonction quelques contrôles de nos 

modèles in vitro et ex vivo ont été effectués. Une fois tous les modèles validés, nous avons 

pu analyser les trois fonctions essentielles au bon fonctionnement du placenta et au bon 

développement du fœtus : la fonction endocrine, le transport et le métabolisme.  Cette 

première partie suit le plan ci-dessous :  

I. Contrôles et validation des échantillons placentaires et des modèles utilisés in vitro 

et ex vivo  

II. Impact de l’alcool sur la fonction endocrinienne placentaire  

III. Impact de l’alcool sur les mécanismes d’échanges et transports placentaires  

IV. Impact de l’alcool sur le métabolisme placentaire  

Ces observations nous ont permis de décrire le Syndrome d’Alcoolisme Placentaire (SAP).  
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I. Contrôles et validation des échantillons placentaires et des modèles 

utilisés in vitro et ex vivo  

 

A. Toxicologie de l’alcool in vitro sur culture primaire et explants villositaires : Dosage 

de la LDH 

La LDH (Lactate déshydrogénase), enzyme cytoplasmique commune à toutes les cellules 

de l’organisme, catalyse la transformation réversible du pyruvate en lactate. Lorsque la 

membrane plasmique d’une cellule présente une lésion (dans le cas d’une toxicité par 

exemple), la LDH va être libérée (Kumar et al. 2018) dans le milieu extracellulaire. Elle est 

ainsi facilement dosable dans le sang ou, dans notre cas, dans le surnageant des cultures 

primaires ou des explants villositaires. Sa concentration extracellulaire est directement 

proportionnelle au pourcentage de mort cellulaire et nous permet de valider la viabilité 

des trophoblastes en culture. Cette mesure nous permet ainsi de vérifier la toxicité des 

concentrations d’alcool choisies pour les expositions in vitro.  

Figure 25 Effect of alcohol in vitro on Lactate dehydrogenase (LDH) secretion. Placentas control n=5; (A) Graphical 
representation of secretion of LDH (UI/L)/10-6cells by VCT’s primary culture for 24h-48h or 72h of incubation with SVF medium 

( ) or ethanol treatment [0.5g/L] ( ), [2g/L] ( ) (supplemented in SVF medium). Culture medium of each condition 
were collected every day and LDH was measured by automate on the Cochin Hospital platform. (B) Graphical representation 
of secretion of LDH (UI/L) by villi incubated with SVF medium. The six first day, medium was collected and change every day. 
At the 6th day, for the syncytium renewal, villi were incubated with SVF medium or treatment [0.5g/L], [2g/L] of ethanol, for 
24h or 48h.Culture medium were collected and LDH was measured by automate on the Cochin Hospital platform. Statistical 
test:  ANOVA two way + Sidak's multiple comparisons test and Dunnett's multiple comparisons test were made with Graph 
Pad® prism 7.0 software; P-value> 0.05. 
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Pour les cultures primaires de trophoblastes, l’exposition à l’alcool in vitro n’a pas d’effet 

sur la viabilité cellulaire, quelle que soit la dose et le temps d’exposition (Figure 25 (A)). 

Les explants villositaires (Figure 25 (B)) ont été incubés pendant six jours dans du milieu 

de culture contrôle afin de renouveler le syncytium. Une fois le syncytium renouvelé, les 

explants ont été exposés à partir de J6 pendant 24h ou 48h à un milieu supplémenté en 

[0.5g/l] ou [2g/L] d’alcool en comparaison à du milieu complet contrôle. L’exposition à 

l’alcool in vitro pendant 48h n’a pas d’effet significatif sur la viabilité de ces villosités « 

renouvelées ». 

B. Viabilité cellulaire des cultures de trophoblastes et explants villositaire exposés ou 

non à l’alcool in vitro : Dosage de l’hCG 

L’hormone glycosylée hCG, est secrétée naturellement par les cellules trophoblastiques 

en culture et les explants villositaires. Sa sécrétion dans le surnageant est suivie dans le 

temps et son augmentation est témoin de la fonctionnalité trophoblastique in vitro. 

Figure 26 Effect of alcohol in vitro on secretion of hCG (human Chorionic gonadotrophin) in vitro . Villi and cells were incubated 

with SVF medium ( ) or ethanol treatment [0.5g/L] ( ), [2g/L] ( ); (A) Graphical representation of secretion of hCG 
(UI/L)/10-6cells by VCT’s primary culture for 24h-48h or 72h of incubation with SVF medium or ethanol treatment [0.5g/L], 
[2g/L]. Culture medium of each condition were collected and hCG concentration was measured by automate on the Cochin 
Hospital platform. (B) Graphical representation of secretion of hCG (UI/L) by villi incubated with SVF medium. The six first day, 
medium was collected and change every day. At the 6th day, for the syncytium renewal, villi were incubated with SVF medium or 
ethanol treatment [0.5g/L], [2g/L] for 24h or 48h.Culture medium were collected and hCG was measured by automate on the 
Cochin Hospital platform. Statistical test:  ANOVA two way + Tukey's multiple comparisons test were made with Graph Pad® 
prism 7.0 software; P-value> 0.05; P-value ≤ 0.05 (*); P-value ≤ 0.01 (**); P-value ≤ 0.001 (***); P-value ≤ 0.0001 (****). Statistical 
result: A) control 24hvs72h= ***; [0.5g/L] 24hvs72h= ***; [2g/L]= 24hvs72h=** B) There is no significant result with ANOVA two 
way because of big SD. 
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La concentration d’hCG a été mesurée dans le surnageant des cultures primaires de CTV 

(Figure 26 (A)) exposées ou non à l’alcool in vitro. La sécrétion d’hCG des CTV en culture 

augmente de manière satisfaisante et cette augmentation est très significative entre 24h 

et 72h de culture (p-value ≤0.001). Cela nous permet de valider les cultures pour les 

différentes analyses. L’exposition à l’alcool in vitro n’a pas d’effet sur la sécrétion d’hCG 

par les CTV.  

La concentration d’hCG a été mesurée dans le surnageant des explants villositaires (Figure 

26 (B)). La concentration d’hCG à J2 correspond au relargage des hormones issues du 

renouvellement cellulaire (Concentration de LDH de la Figure 25 (B)). Une chute du taux 

d’hCG est observée, suivie d’une augmentation progressive à partir de J5, témoin du 

renouvellement du syncytium. Cette observation nous a permis de valider de façon 

définitive le moment du traitement des explants par l’alcool in vitro. L’exposition à alcool 

in vitro n’a pas d’effet sur la sécrétion d’hCG par les villosités entières.  

C. Validation de la fonctionnalité endocrine des des CTVs en culture et explants 

villositaires, et impact de l’alcool in vitro sur la sécrétion de progestérone par ces 

deux modèles 

L’hormone stéroïde Progestérone, est secrétée naturellement par les cellules 

trophoblastiques en culture et les explants villositaires. Sa sécrétion dans le surnageant 

est suivie dans le temps et son augmentation est témoin de la fonctionnalité 

trophoblastique endocrinienne in vitro. 

La concentration de PG a été mesurée dans le surnageant des cultures primaires de CTV 

(Figure 27(A)) exposées ou non à l’alcool in vitro. La sécrétion de PG des CTV en culture 

augmente de manière satisfaisante. Cela nous permet de valider le modèle pour les 

différentes analyses de la fonction endocrine. L’exposition à l’alcool in vitro n’a pas d’effet 

sur la sécrétion de PG par les CTV.  

La concentration de PG a été mesurée dans le surnageant des explants villositaires (Figure 

27 (B)). L’exposition à alcool in vitro n’a pas d’effet significatif sur la sécrétion de PG par 

les villosités entières.  
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D. Impact de l’acétaldéhyde in vitro sur la sécrétion d’hCG et de Progestérone (PG) 

des CTV en culture  

Il a été décrit dans l’introduction de ce manuscrit que l’éthanol ingéré est métabolisé en 

partie par le corps humain et que les effets toxiques de l’alcool sont dus en grande partie 

à cette métabolisation. L’alcool n’ayant pas d’effets directs significatifs sur les différents 

modèles in vitro, la question des effets de l’acétaldéhyde a été explorée. Afin de retirer un 

biais d’analyses, pour n=3 placentas, les cellules primaires en cultures ont été exposées, 

pendant 24h, 48h à 72h à différentes concentrations d’acétaldéhyde en comparaison avec 

le contrôle SVF. Les doses utilisées ont été choisies à partir des concentrations retrouvées 

dans les analyses de sang de patients ayant consommé de l’alcool [5µM], et deux doses 

plus élevées : forte [10µM] et très forte [50µM]. Les surnageants de cultures ont été 

récupérés pour doser l’hCG (Figure 28 (A)), la progestérone (Figure 28 (B)) et la LDH 

(Figure 28 (C)).  

La LDH ayant des valeurs stables dans le temps et l’hCG augmentant de façon très 

significative au cours du temps (pour toutes les conditions), les cultures sont validées et 

Figure 27- Effect of alcohol in vitro Progesterone (PG) secretion. Placentas control n=5; (A) Graphical representation of 
secretion of PG (UI/L)/10-6cells by VCT’s primary culture for 24h-48h or 72h of incubation with SVF medium ( ) or 

ethanol treatment [0.5g/L] ( ), [2g/L] ( ) (supplemented in SVF medium). Culture medium of each condition were 
collected every day and PG was measured by automate on the Cochin Hospital platform. (B) Graphical representation of 
secretion of PG (UI/L) by villi incubated with SVF medium. The six first day, medium was collected and change every day. At 
the 6th day, for the syncytium renewal, villi were incubated with SVF medium or treatment [0.5g/L], [2g/L] of ethanol, for 
24h or 48h.Culture medium were collected, and PG was measured by automate on the Cochin Hospital platform. Statistical 
test:  ANOVA two way + Sidak's multiple comparisons test and Dunnett's multiple comparisons test were made with Graph 
Pad® prism 7.0 software; P-value> 0.05. 
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l’acétaldéhyde à [5µM], [10µM] et [50µM] n’impacte pas la viabilité cellulaire des CTV et 

ST en culture. L’acétaldéhyde n’a pas d’effet significatif in vitro, ni sur la sécrétion d’hCG, 

ni sur la sécrétion de PG quelle que soit la dose et le temps d’exposition des cellules.  

 

➔ Conclusion : Les modèles d’exposition in vitro sont validés pour les analyses à venir.  

 

C 

A B 

Figure 28 Effect of Acetaldehyde in vitro on secretion’s function of VCT’s cells. (A) Graphical representation of secretion of 
hCG (UI/L)/10-6cells by VCT’s primary culture for 24h-48h or 72h of incubation with treatment or SVF medium. Culture 

medium of each condition were collected and hCG was measured by automate on the Cochin Hospital platform. ● : control 

(SVF medium); ◼: Acetaldehyde [5µM]; ∆ : Acetaldehyde [10µM]; ∆ : Acetaldehyde [50µM]. (B) Graphical representation of 
secretion of PG (nmol/L)/10-6cells by VCT’s primary culture for 24h-48h or 72h of incubation with treatment or SVF medium. 

Culture medium of each condition were collected and hCG was measured by automate on the Cochin Hospital platform. ● : 

control (SVF medium); ◼: Acetaldehyde [5µM]; ∆ : Acetaldehyde [10µM]; ∆ : Acetaldehyde [50µM]. C) Graphical 
representation of secretion of LDH (UI/L)/10-6cells by VCT’s primary culture for 24h-48h or 72h of incubation with 
treatment or SVF medium. Culture medium of each condition were collected and hCG was measured by automate on the 

Cochin Hospital platform. ● : control (SVF medium); ◼: Acetaldehyde [5µM]; ∆ : Acetaldehyde [10µM]; ∆ : Acetaldehyde 
[50µM]. Statistical test: ANOVA two way + Sidak's multiple comparisons test and Tukey's multiple comparisons test were 
made with Graph Pad® prism 7.0 software; P-value> 0.05; P-value ≤ 0.05 (*); P-value ≤ 0.01 (**); P-value ≤ 0.001 (***). 
Statistical result: A) Control 24hvs72h= ***, 48hvs72h=* ; [5µM] 24hvs72h= **; [10µM] 24hvs72=**; [50µM] 24hvs72h= ***, 
48hvs72h= *. B) Control 24hvs72h= **; [5µM] 24hvs72h = **; [10µM] 24hvs72h= **; [50µM] 24hvs72h= **. 
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E. Impact de l’alcool sur la validation du modèle de perfusion ex vivo et validation des 

deux groupes d’échantillons  

Il a été décrit dans la partie matériel et méthodes (cf perfusion ex vivo) que la validité 

d’une perfusion est basée sur le taux de transfert fœtal (TTF) de l’Antipyrine du 

compartiment maternel vers le compartiment fœtal (contrôle de perméabilité 

placentaire). Les placentas utilisés pour la perfusion proviennent de patientes 

« contrôle ».  

La perfusion est un modèle largement utilisé et notre expérience a prouvé la robustesse 

de ce modèle.  L’impact de l’alcool a été mesuré pendant 2h de perfusion pour n=5 

placentas perfusés avec une solution physiologique supplémentée en alcool (à une 

concentration de 2g/L) en comparaison avec n=5 placentas perfusés uniquement par la 

solution physiologique. La Figure 29 (A) nous montre que le TTF des placentas témoins 

ou perfusés à l’alcool est bien supérieur à 20% (limite fixée pour un TTF valide) ; la 

perfusion est validée pour les deux conditions. De manière logique nous observons une 

augmentation de l’antipyrine au cours du temps (accumulation du côté fœtal avec la 

Figure 29 Validation of perfusion for secretome analysis A) Foetal transfer rate of Antipyrine (ATP); ATP is added in mother’s 
solution and used for check the passage of perfusion across the placental barrier (from mother to foetus); Placentas were 
collected from control mother at term of pregnancy (vaginal delivery) and perfused  with EARL’s solution (physiological 

solution)+ATP with [2g/L]EtOH (  : Alcohol n=5) or without alcohol (  : Control n=5). ATP concentration of maternal eluate 

and foetal eluate were measured by HPLC and TTF was calculated by the formula: 𝑇𝑇𝐹 =
𝐹𝑜𝑒𝑡𝑎𝑙 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑜𝑓 𝐴𝑇𝑃

𝑀𝑎𝑡𝑒𝑟𝑛𝑎𝑙 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑜𝑓 𝐴𝑇𝑃
× 100  . 

Statistical test:  multiple t-test comparisons were made with Graph Pad® prism 7.0 software; P-value >0.05; P-value ≤ 0.05 (*). 
B) Schematic representation of unsupervised analysis into principal components analysis (PCA) with Perseus software. The 
software is asked to select the samples blindly according to the percentage of proteins present in each sample. In an unsupervised 
way, the software tells us that when we cross the 2 main components (component 1 = 42.6% of the proteins analysed in the 

sample; component 2 = 16.5% of the proteins analysed in the sample) we find 2 groups of samples are distinct  : control n=5;  

alcohol n=5; software tells us that 2 groups represent 42.6% of the proteins analysed:  = Placenta control; = Placenta 
Alcohol. 

A B 
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recirculation) et de manière intéressante, nous observons que l’alcool augmente 

significativement le TTF à 120 minutes de perfusion en comparaison avec les placentas 

« contrôles ».  

Une fois ces perfusions validées, les éluas fœtaux ont été récupérés afin d’analyser 

l’impact de l’alcool in vitro sur le secrétome fœtal. La Figure 29 (B) représente l’analyse 

en composantes principales réalisée à l’aveugle par le logiciel Perseus. Cette analyse non 

supervisée nous permet de valider que le groupe de placentas « contrôle » est bien 

distinct du groupe « alcool ». Nous observons une valeur particulière/aberrante pour les 

placentas « contrôle » qui est à la limite du groupe « alcool ». Ces résultats nous permettent 

de valider les deux groupes d’échantillons pour les analyses à venir et d’affirmer que 

l’alcool perfusé du côté maternel impact le secrétome fœtal en seulement 2h de perfusion 

à une dose correspondant à un binge-drinking (2g/L).  

F. Analyses non supervisées en composantes protéiques principales de villosités 

issues des quatre groupes d’échantillons utilisés pour l’analyse du protéome : 

Contrôle Terme, Alcool in vivo, 1er trimestre précoce et 1er trimestre tardif.  

De la même façon que pour le secrétome, l’analyse en composantes principales, à 

l’aveugle, a été réalisée par le logiciel Perseus afin de valider les groupes d’échantillons 

analysés. 

Figure 30 Schematic representation of unsupervised proteomic analysis into principal components analysis (PCA) with 
Persueus software. The software is asked to select the samples blindly according to the percentage of proteins present in each 
sample. In an unsupervised way, the software tells us that when we cross the 2 mains components (component 1 = 20.7% of 
the proteins analysed in the sample; component 2 = 10.2% of the proteins analysed in the sample) we find 4 groups of samples 

are distinct (A): : control n=5;  alcohol n=5;  Early Abortion n=5;  Late abortion n=5;  (B) Just look at the 2nd 

component, software tells us that 2 groups represent 10.2% of the proteins analysed: = Alcohol + Early Abortion;  = 
control + Later Abortion. 
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 Les analyses protéomiques ont été réalisées sur des villosités choriales de quatre groupes 

de n=5 placentas. Pour rappel, les placentas témoins « contrôle » proviennent de patientes 

à terme n’ayant pas consommé de l’alcool pendant la grossesse. Les placentas « alcool » 

proviennent de patientes à terme ayant consommé de l’alcool au cours de leur grossesse. 

Les placentas « IVG précoce » (EA) et « IVG tardive » (LA) proviennent de patientes ayant 

interrompu volontairement leur grossesse au 1er trimestre de manière précoce ou tardive 

respectivement. L’utilisation de ces quatre groupes nous a permis d’obtenir l’effet de 

l’alcool in vivo sur l’expression protéique placentaire mais aussi d’obtenir une 

cartographie évolutive des protéines tout au long de la grossesse (1er trimestre comparé 

au terme). La distinction des quatre groupes est validée par l’analyse en composantes 

principales (PCA) (Figure 30 (A)) avec trois valeurs particulières. Pour deux d’entre eux, 

le placenta « alcool » (AL3) et le placenta « ivg tardif » (LA4), nous observons qu’ils ont un 

profil protéique se rapprochant du groupe « contrôle » ; ce résultat peut s’expliquer d’un 

point de vue technique par l’abondance, dans ces deux prélèvements, de protéines 

retrouvées principalement en lien avec l’hémoglobine. Ainsi donc un mauvais lavage de la 

villosité avant analyses pourrait être à l’origine de cette différence notable. Quoi qu’il en 

soit, la PCA1(20.7%) nous permet de valider nos quatre groupes d’échantillons et 

d’admettre qu’ils sont significativement différents en termes de signature protéique.  

De manière très intéressante, la PCA 2 (deuxième répartition en protéines la plus logique 

pour le logiciel (10.2%)) permet d’identifier deux groupes : le premier regroupe les 

placentas issus d’IVG précoces et les placentas exposés à l’Alcool in vivo et le deuxième 

regroupe les placentas contrôles avec les placentas issus d’IVG tardives (Figure 30 (B)). 

➔ L’ensemble des expérimentations et des groupes d’échantillons étant validés, il a été 

possible d’analyser l’impact de l’impact de l’alcool in vivo sur les fonctions placentaires 

essentielles au bon développement du fœtus  

➔ De plus les résultats non significatifs des expérimentations d’exposition à l’alcool in 

vitro, en comparaison avec les PCA du protéome témoignent de l’importance 

d’analyser l’impact fonctionnel de l’alcool in vivo sur nos différents modèles.  
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II. Impact fonctionnel placentaire de l’alcool in vivo 

Afin d’étudier l’impact fonctionnel de l’alcool in vivo sur le placenta, nous avons étudier 

trois fonctions placentaires essentielles au bon développement du fœtus en comparant 

des placentas « contrôle » à des placentas ayant été exposés à l’alcool in vivo « Alcool ») 

A. La fonction endocrine (Article 1)  

Comme cela a été décrit dans l’introduction, la fonction endocrine du trophoblaste est 

essentielle au bon fonctionnement du placenta. Majoritairement portée par le tissu 

trophoblastique elle est intimement liée à la fusion des cytotrophoblastes en 

syncytiotrophoblaste.  

a) Impact de l’alcool in vivo sur la fusion des CTV  

Par immunocytochimie, nous avons déterminé l’index fusion des cytotrophoblastes isolés 

en culture issus de placentas de patientes ayant consommé de l’alcool au cours de leur 

grossesse (« alcool »), en comparaison avec des patientes « contrôle » (Figure 31 et 32).  

La Figure 31 représente les index de fusion sans ajout de traitement alcool in vitro (les 

CVTs des deux groupes sont incubés avec un milieu de culture SVF sans ajout d’alcool in 

vitro). La Figure 31 (A) montre que dès les 24 premières heures de culture, la fusion des 

CTV de placentas issus de patientes ayant consommé de l’alcool au cours de leur grossesse 

est diminuée significativement par rapport à celle des CTV issus des contrôles. Cette 

diminution est encore plus significative à 48h et 72h d’incubation. Cette diminution de la 

fusion se retrouve sur les images acquises en microscopie à fluorescence (Figure 31 (B)) 

essentiellement à 72h, où l’on observe de plus grands ST pour les cellules de placenta 

contrôle en comparaison avec les cellules de placentas alcool. Ces derniers présentent 

quelques ST plus petits et rattachés entre eux par des CTV. 

Lorsque l’on traite les deux groupes de cellules (contrôle et alcool) avec les deux doses 

d’alcool in vitro [0.5g/L] et [2g/L] pendant 24h, 48h ou 72h (Figure 32 (A) et (B)), il n’y a 

pas d’effet significatif de l’exposition à l’alcool in vitro sur les cultures de CTV issus de 

placentas contrôles (p-value = 0.86). Cependant, de manière intéressante, la 

surexposition à l’alcool in vitro des cellules issues de placentas ayant déjà subi une 

exposition à l’alcool in vivo accentue l’effet de l’alcool in vivo sur la fusion. En effet, les 

analyses de variances de l’ensemble des conditions montrent que la syncitialisation des 
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CTV des placentas exposés in utero à l’alcool est significativement diminuée ((p-

value<0.01 **) par l’exposition in vitro à l’alcool, et ce peu importe la dose ingérée in vivo 

ou celle de la surexposition. Ce résultat pourrait témoigner de la mémoire cellulaire du 

passage de l’alcool in vivo. Cependant, ces analyses de variances ont également permis de 

démontrer que les CTV issus de placentas « alcool » surexposés à l’alcool in vitro, malgré 

la diminution significative de leur fusion par rapport aux « contrôles », ont tout de même 

une augmentation significative de leur fusion dans le temps (p-value< 0.0001 ****) 

témoignant de la vitalité des cellules.  

 

Dans l’introduction de ce manuscrit, nous avons décrit l’importance de cette fusion pour 

le fonctionnement optimal du placenta et notamment le rôle majoritaire du syncytium 

dans la production et la sécrétion d’hormones. L’impact de l’alcool sur les sécrétions des 

Figure 31: In vivo effect of alcohol on fusion Index of in vitro VCT’s culture. Trophoblast’s fusion index are measured using 
immunocytochemistry assay. Cells were labelled with DAPI [20mg/mL] and DSK (desmoplakine) [0.05mg/mL].  (A) Graphical 
representation of fusion Index in VCT’s primary culture incubate for 24h-48h or 72h with SVF medium. FIs were calculated with the 
formula FI= ((Nuclei number in ST)-(Total count of syncytium))/(number total of nucleus in the picture). CT and ST were counted 

manually with ImageJ software.  : Control n=8;  : Alcohol n=6. Statistical test: ANOVA two way + Sidak's multiple comparisons 
test were made with Graph Pad® prism 7.0 software; P-value> 0.05; P-value ≤ 0.05 (*); P-value ≤ 0.01 (**); P-value ≤ 0.001 (***); P-
value ≤ 0.0001 (****). Statistical result: Alcohol vs control 24h= *; Alcohol vs control 48h= ****; Alcohol vs control 72h= ***. (B) 
Pictures of Cells fixed with methanol and labelled with DAPI (blue) and DSK (desmoplakine)(green) at 24h-48h or 72h of trophoblast 
cells incubated with culture medium. Pictures were taken with fluorescence microscope X40 and treated by Vision ® stage-fluo 
software and ImageJ software 
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différentes hormones placentaires a donc été investigué. Pour ces analyses, deux modèles 

ont été étudiés : le modèle de culture primaires de CTV et le modèle d’explants 

Figure 32 In vivo and in vitro effect of alcohol on fusion Index of in vitro  VCT’s culture. Trophoblast’s fusion index are 
measured using immunocytochemistry assay. Cells were labelled with DAPI [20mg/mL] and DSK (desmoplakine) 
[0.05mg/mL].  (A) Pictures of Cells fixed with methanol and labelled with DAPI (blue) and DSK (desmoplakine)(green) 
at 24h-48h or 72h of trophoblast cells incubated with culture medium and alcohol at [0.5g/L] or [2g/L] was added. The 
two groups of alcohol (mild and severe) are separated for investigate the effect of chronic alcoholism. (A) Graphical 
representation of fusion Index in VCT’s primary culture incubate for 24h-48h or 72h with culture medium and alcohol 
at [0.5g/L] or [2g/L]. FIs were calculated with the formula FI= ((Nuclei number in ST)-(Total count of 
syncytium))/(number total of nucleus in the picture). CT and ST were counted manually with ImageJ software.  : 
Control n=8;  : mild Alcohol n=2   : severe Alcohol n=4. Statistical test: Variance analyses and post Hoc test were 
made by a variance analysis software. P-value> 0.05. 
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villositaires de placentas issus de patientes « contrôles » ou « alcool » in vivo non exposés 

à l’alcool in vitro (dosage d’hormones dans les surnageants).  

b) Impact de l’alcool in vivo sur la sécrétion d’hCG  

L’hormone gonadotrophine chorionique (hCG) a été dosée dans les surnageant de culture 

de CTVs issus de placentas à terme « contrôle » ou « alcool » (Figure 33 (A)) et dans les 

surnageants d’explants villositaires issus de placentas à terme « contrôle » ou « alcool » 

(Figure 33 (B)) incubés dans du milieu de culture contrôle « SVF ». La sécrétion d’hCG par 

les CTVs en culture issus de placentas exposés à l’alcool in vivo est très significativement 

augmentée par rapport à la sécrétion des cellules « contrôles » et ce, dès 48h de culture 

(Figure 33 (A)). De la même la manière la sécrétion de l’hCG par les explants villositaires 

issus de placentas « alcool » est très significativement augmentée après 48h d’incubation 

des explants en culture.  En conclusion, l’alcool in vivo impacte considérablement la 

fonction endocrine avec la sécrétion d’hCG et ce, peu importe la dose ou le temps 

Figure 33: Effect of in vivo alcohol on secretion of hCG (human Chorionic Gonadotrophin Hormone) in vitro  : Control n=8;  : 
Alcohol n=5. (A) Graphical representation of secretion of hCG (UI/L)/10-6cells by VCT’s primary culture for 24h-48h or 72h of 
incubation with SVF medium. Culture medium of each condition were collected and hCG was measured by automate on the Cochin 
Hospital platform. (B) Graphical representation of secretion of hCG (UI/L) by villi incubated with SVF medium. The six first day, 
medium was collected and change every day. At the 6th day, for the syncytium renewal, villi were incubated with SVF for 24h or 
48h.Culture medium were collected and hCG was measured by automate on the Cochin Hospital platform. Statistical test: ANOVA 
two way + Sidak's multiple comparisons test were made with Graph Pad® prism 7.0 software; P-value> 0.05; P-value ≤ 0.05 (*); P-
value ≤ 0.01 (**); P-value ≤ 0.001 (***); P-value ≤ 0.0001 (****). Statistical result: A) Alcohol vs control 24h= NS; Alcohol vs control 
48h=*; Alcohol vs control 72h=****. B) with ANOVA two way+ Sidak’s multiple comparison test only Alcohol vs control SVF48h are 
significant=***; With Multiple t-test + assume consistent SD (α= 0.05%) Alcohol vs control 24h SVF are significant too = * (0.015); 
Alcohol vs control 48hSVF= ****. 
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d’exposition à l’alcool in vivo (les profils des patientes du groupe « alcool » sont très 

différents).  

Au vu de ce constat particulièrement intéressant, en complément avec les observations 

faite sur les index de fusion, nous nous sommes posé la question du mécanisme d’action 

sous-jacent à cette augmentation hormonale d’origine peptidique (puisqu’il ne s’agit pas 

d’une augmentation de production par un nombre de syncytiums plus élevé, lui-même 

étant diminué par l’alcool in vivo). Dans un premier temps nous avons donc étudié l’impact 

de l’alcool sur une hormone stéroïde secrété par le placenta et ayant un récepteur 

membranaire commun à l’hCG : la progestérone. 

c) Impact de l’alcool in vivo sur la sécrétion de progestérone 

La progestérone (PG) a été dosée dans les surnageant de culture de CTVs issus de 

placentas témoins « contrôle » ou « alcool » (Figure 34 (A)) et dans les surnageants 

d’explants villositaires issus de placentas « contrôle » ou « alcool » (Figure 34 (B)) incubés 

dans du milieu de culture contrôle « SVF ». Que ce soit pour les cellules (A) ou les explants 

villositaires (B), l’alcool in vivo n’a pas d’effet significatif sur la sécrétion de progestérone.  

  

Figure 34 Effect of in vivo alcohol on secretion of PG (Progesterone) in vitro   : Control n=8;  : Alcohol n=5. (A) Graphical 
representation of secretion of PG (nmol/L)/10-6cells by VCT’s primary culture for 24h-48h or 72h of incubation with SVF 
medium. Culture medium of each condition were collected, and PG was measured by automate on the Cochin Hospital platform. 
(B) Graphical representation of secretion of PG (nmol/L) by villi incubated with SVF medium. The six first day, medium was 
collected and change every day. At the 6th day, for the syncytium renewal, villi were incubated with SVF for 24h or 48h.Culture 
medium were collected, and PG was measured by automate on the Cochin Hospital platform. Statistical test: ANOVA two way + 
Sidak's multiple comparisons test were made with Graph Pad® prism 7.0 software; P-value> 0.05. 
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Ces résultats ne nous permettent pas de conclure d’un effet direct/indirect de l’alcool in 

vivo sur le récepteur LH/hCG-R. 

Cependant, dans l’introduction il a été évoqué l’implication de différentes voies de 

signalisation dans la sécrétion d’hCG mais également dans la fonction endocrine de 

manière plus générale. Par analyses protéomiques effectuées sur des villosités issues des 

placentas « contrôles » ou « alcool » nous avons pu déterminer l’effet de l’alcool in vivo sur 

une voie de signalisation essentielle à la fonction endocrine : la voie de signalisation des 

hormones de croissance placentaires (JAK/STAT).  

d) Impact de l’alcool in vivo sur la voie de signalisation des hormones de croissance 

Différentes voies de signalisations sont impliquées dans la fonction endocrinienne 

placentaire, notamment : la voie de signalisation des hormones de croissance (d’autres 

voies de signalisation de la fonction endocrine possèdent un rôle primordial dans le 

métabolisme placentaire et ont été étudiées dans cette partie (cf « impact de l’alcool sur 

le métabolisme placentaire »).  

Les profils d'expression protéique des villosités placentaires des patientes « contrôles » 

et « alcool » ont été évalués par chromatographie CSX et spectrométrie de masse (TIMS-

TOF ™). Cette analyse a fait l'objet d'une prestation externe sur la plateforme Protéom’IC 

de l'Hôpital Cochin. Pour l'analyse, les villosités issues de n=5 placentas « contrôles » et 

n=5 placentas « alcool » ont été utilisées pour identifier l’impact de l’alcool in vivo sur la 

voie de signalisation des hormones de croissance. En analysant les résultats obtenus par 

le spectromètre de masse et les statistiques associées effectuée par les logiciels 

MAXQUANT™ et Perseus™, le logiciel Ingenuity™ nous permet de cartographier les 

protéines exprimées différentiellement dans le réseau fonctionnel des voies de 

signalisation déjà connues par le logiciel. Le logiciel Ingenuity™ peut également prédire 

l’activation ou la désactivation des protéines régulatrices en amont ou en aval des 

protéines significativement impactées par l’alcool in vivo. Ces prédictions dépendent de la 

p-value et du Fold-Change (FC) de chacune des protéines mais également de la p-value et 

du z-score de l’ensemble de la voie.  

La voie de signalisation des hormones de croissance est significativement impactée par 

l’alcool (z-score=0, p-value = 6.60E-03) (Cf Table 1A en annexe) (Figure 35 (A)). Les 

expressions de quatre protéines, dans cette voie, ont été modifiées par l'alcool (Figure 35 
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(B)). Les expressions protéiques relatives de la PDPK1 (3-phosphoinositide-dependent 

protein kinase 1) et des IGFALS (Insulin-like growth factor-binding protein complex acid 

labile subunit) des villosités « alcool » ont été significativement diminuées par rapport aux 

villosités « contrôle ». Les expressions protéiques relatives de STAT5A (Signal transducer 

and activator of transcription 5A) et de RPS6KA5 (Ribosomal protein S6 kinase alpha 5) 

des villosités « alcool » ont été significativement augmentées par rapport aux villosités 

« contrôle ». Avec ces résultats statistiquement significatifs, le logiciel Ingenuity™ peut 

prédire l'activation ou l'inhibition d’acteurs en amont ou en aval de ces quatre protéines. 

L’expression protéique de PDK1 est significativement diminuée par l'alcool in vivo, de 

sorte que la signalisation PI3K/AKT est également prédite comme étant diminuée. A 

l’inverse, parce que l’expression protéique de RPS6KA5 est nécessaire pour la régulation 

de STAT3 et parce qu’elle est augmentée comme l'expression de STAT5A, dans le cas de 

l'alcool in vivo, Ingenuity™ prédit que toute la voie est activée par l'alcool in vivo (Figure 

35 (A)). Enfin, l'expression de IGFALS est diminuée, et pour cette voie, le score z est nul 

même si la p-value <0,05 est significative (Annexe 2).  

De manière intéressante, le logiciel Ingenuity™ nous permet également, via sa banque de 

données internes « diseases and functions », de croiser les résultats en protéines 

différentielles obtenues lors de nos analyses (alcool versus contrôle) avec les fonctions et 

pathologies connues du logiciel. Cette étude permet de voir quelles fonctions et 

pathologies seraient potentiellement impactées par l’alcool in vivo, de connaitre le 

nombre de protéines impliquées dans chacune des fonctions ou chacune des pathologies 

et d’avoir la prédiction d’activation de ces fonctions/pathologies. De manière intéressante 

les fonctions/pathologies peuvent être regroupées par catégorie plus générale (avec une 

p-value commune témoignant de l’impact de l’alcool sur l’ensemble de la catégorie mais 

sans z-score) ou regardées séparément (p-value, z-score et prédiction d’activation si z-

score < ou >2).  

Ainsi, cette étude nous permet de mettre en évidence l’impact de l’alcool sur les troubles 

du système endocrinien regroupant 21 fonctions/pathologies (Tableau 6). Chacune de ces 

fonctions/pathologies est impactée significativement par l’alcool in vivo(p-value<0.05), 

cependant seulement 5 ont un z-score calculable et positif (c’est-à-dire que l’ensemble des 

altérations protéiques de la voie par l’alcool sont cohérentes avec une activation de la 

totalité de la fonction). Le z-score de ces fonctions/pathologies n’étant néanmoins pas 
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supérieur à 2 ou inférieur à -2, l’activation de ces voies n’est pas significativement prédite. 

Au total nous avons retrouvés les expressions protéiques de 225 protéines communes à 

des troubles du système endocrinien qui seraient altérées par l’alcool in vivo.  

➔ L’ensemble de ces résultats témoignent de l’impact significatif de l’alcool in vivo sur la 

fonction endocrinienne placentaire essentielle au fonctionnement optimal du placenta 

et au bon développement de l’embryon/du fœtus.  

➔ Comme nous l’avons décrit dans l’introduction une deuxième fonction est essentielle 

au bon développement du fœtus : la fonction d’échanges et transport.  
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A 

B 

Figure 35 Effect of in vivo alcohol on growth hormone canonical pathway. Proteomic analysis of Alcohol Villi (n=5) in 
comparison to Control villi (n=5) were made by 3P5 proteom’IC platform at cochin hospital. Analysis of relative expression/ 
fold change/ z-score and statistical analysis were made by Perseus® Maxquant®, Excel® and Ingenuity® software. (A): 
schematic representation of effect of in vivo alcohol on growth hormone’s Ingenuity Canonical Pathways. All legends are 
described on link: https://qiagen.secure.force.com/KnowledgeBase/articles/Basic_Technical_Q_A/Legend.  (B) Graphical 
representation of in vivo alcohol effect on 4 proteins implicated in growth hormone signaling pathway. Relative protein 
expressions of PDPK1 (3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1), STAT5A (Signal transducer and activator of 
transcription 5A), RPS6KA5 (Ribosomal protein S6 kinase alpha-5), IGFALS (Insulin-like growth factor-binding protein 
complex acid labile subunit) are expressed in fold change normalized on control. Statistical analyses are made by Student test- 
P-value> 0.05; P-value ≤ 0.05 (*); P-value ≤ 0.01 (**). 

https://qiagen.secure.force.com/KnowledgeBase/articles/Basic_Technical_Q_A/Legend
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B. La fonction d’échanges et transports intra-placentaires 

La majorité des échanges et transports à l’interface fœto-placentaire sont localisés au 

niveau de la villosité choriale au contact du sang maternel dans l’espace intervilleux 

(Figure 11). Comme cela a été décrit dans l’introduction, les échanges peuvent se faire 

passivement ou par des transporteurs/canaux (transport facilité ou actif). Pour réaliser 

cette étude nous avons donc étudié l’expression protéique de différents transporteurs 

dans les villosités choriales « alcool » issues de patientes ayant consommé de l’alcool in 

vivo en comparaison avec des villosités issues de patientes « contrôles », constituant les 

deux groupes étudiés. Les profils d'expression protéique des villosités placentaires des 

patientes « contrôles » et « alcool » ont été évalués par chromatographie CSX et 

spectrométrie de masse (TIMS-TOF ™). Cette analyse a fait l'objet de la même prestation 

externe sur la plateforme Protéomique de l'Hôpital Cochin. Pour l'analyse, les mêmes 

villosités issues de n=5 placentas « contrôles » et n=5 placentas « alcool » ont été utilisées 

pour identifier les transporteurs dont l’expression protéique est altérée par l’alcool in 

vivo. Les résultats obtenus par chromatographie ont été analysés statistiquement par les 

logiciels MAXQUANT™ et Perseus™. Les analyses de Fold Change et les Tableaux 7-8-9-

10-11-12 ont été réalisées sur Excel et via Ingenuity™ et Graphpad Prism™. Enfin les 

fonctions et localisations de chacun des transporteurs impactés par l’alcool in vivo ont été 

décrites en matchant les banques de données de PUBMED avec celles d’UNIPROT.  

Table 6  Effect of in vivo alcohol on Endocrine system disorder. Analysis on proteome of Alcohol Villi (n=5) in comparison to Control villi 
(n=5) were made by 3P5 proteom’IC platform at cochin hospital. Analysis of relative expression/ fold change/ z-score and statistical 
analysis were made by Maxquant®, Excel® and Ingenuity® software. Analyse of the impact of alcohol on Endocrine System Disorders. 
21 Endocrine functions are affected significatively by in vivo alcohol (p-value<0.05. Fisher test); 5 endocrine functions are activated by 
alcohol (-1.5> z-score <1.5; NS (Student test)). In total, 225 proteins are altered by in vivo alcohol. 
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Chaque Table est alors constituée ainsi : l’identifiant UNIPROT, le nom commun au logiciel 

Ingenuity™ suivi par celui d’UNIPROT (qui peut être différent parfois), les fonctions dans 

lesquelles est impliqué le transporteur d’après les données de la littérature ainsi que sa 

localisation subcellulaire. Ensuite le nombre de villosités placentaires (sur n=5) 

exprimant la protéine est indiqué pour les deux groupes (il est important car si le nombre 

de villosités exprimant la protéine n’est pas satisfaisant (ex trois pour un groupe- deux 

pour le second groupe) la p-value (test de Fisher sur les données « existantes ») est 

automatiquement non significative, peu importe que le Fold Change (Test de Student 

entre les valeurs de LFQ disponibles ) soit significatif. De plus, il est à noter qu’une p-value 

à 0.01 et un FC de 25 en valeur absolue a été automatiquement attribué dans le cas où 

seulement une villosité ou aucune (0) exprime la protéine pour un groupe contre n=5 ou 

4 pour l’autre groupe. Pour exemple, si une protéine X est exprimée par n=5 placentas 

« contrôles » mais seulement exprimée par une villosité « alcool » alors les valeurs de FC= 

-25 et la p-value=0.01** ont été attribuées. Enfin les deux dernières colonnes de la Table 

sont le FC et la p-value expérimentale.  

Les analyses de transporteurs ont été divisées en deux sous-groupes pour améliorer la 

lecture des Tables :  

➢ Les transporteurs SLC (solute carriers) (e) 

➢ Les transporteurs ATPbinding et les transporteurs de lipides, vitamines, acides-

aminés etc. (f)  

 

e) Impact de l’alcoolisation in vivo sur les transporteurs SLC (premier sous-groupe de 

transporteurs)  

L’expression protéique de 22 transporteurs SLC est impactée par l’alcool in vivo (Tableaux 

7 et 8).  L’expression protéique de SLC19A3, SCL30A1, SLC9A3R1, SLCO2B1 et SLC16A2 

est significativement diminuée par l’exposition à l’alcool in vivo en termes de FC et la p-

value est significative. L’expression protéique de SLC38A2, SLC25A6, SLC25A5, SLC25A3, 

SLC25A11, SLC25A35, SLC29A6 est significativement diminuée par l’exposition à l’alcool 

in vivo en termes de FC mais la p-value n’est pas significative. A l’inverse l’expression 

protéique de SLC19A2, SLC30A7, SLC26A2, SLC35E1 est significativement augmentée par 

l’exposition à l’alcool in vivo en termes de FC et la p-value est significative. L’expression 
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protéique de SLC39A11, SLC27A4, SLC35A3, SLC18B1 est également augmentée par 

l’exposition à l’alcool in vivo en termes de FC mais la p-value n’est pas significative. Deux 

protéines n’ont ni le FC ni la p-value significative mais ont néanmoins été indiquées dans 

les Tableaux 7 et 8 : la protéine SLCO2A1 qui n’est exprimée que par trois sur cinq des 

villosités issues de placentas « alcool » (et n’est pas exprimée du tout par les villosités 

« contrôles ») et la protéine SLC7A2 qui est exprimée par trois sur cinq des villosités 

« contrôles » mais n’est exprimée que par une villosité « alcool ».  

f) Impact de l’alcoolisation in vivo sur les transporteurs ATPbinding, les 

transporteurs de lipides, vitamines, acides-aminés. 

L’expression protéique de 39 protéines de transport (hors transporteurs SLC) est 

impactée par l’alcool in vivo (Tableaux 9-10-11-12).  L’expression protéique de SEC22A, 

HBD, GC, ATP5MF, TF, APOA4, APOA1, AFM est significativement diminuée par 

l’exposition à l’alcool in vivo en termes de FC et la p-value est significative. L’expression 

protéique de SFXN1, VAMP8, TIMM9, SERPINA7, PGRMC2, LBP, HPX, HBZ, HBE1, GOSR1, 

COG6, BET1, ATP2C1, ATP6V1E1, APOH, APOE, ALB est significativement diminuée par 

l’exposition à l’alcool in vivo en termes de FC mais la p-value n’est pas significative. A 

l’inverse l’expression protéique de NUP214, COG7, COG1, ABCD3, NUP37, COPG2 est 

significativement augmentée par l’exposition à l’alcool in vivo en termes de FC et la p-

value est significative. L’expression protéique de CIZ1, SEC24B, P4HA2, FABP4, EIF2D, 

ATP2A3, ABCC1, APOB est également augmentée par l’exposition à l’alcool in vivo en 

termes de FC mais la p-value n’est pas significative. 

g) Analyse de la fonction de transport moléculaire  

De la même manière que pour la fonction endocrine la banque de données « diseases and 

functions » du logiciel Ingenuity™ nous permet de croiser les résultats en protéines 

différentielles obtenues lors de nos analyses avec les fonctions et pathologies connues du 

logiciel pour la fonction de transport moléculaire.  

Cette étude nous permet d’observer l’impact de l’alcool sur les transports moléculaires 

regroupant 8 fonctions/pathologies (Tableau 13). Chacune de ces fonctions/pathologies 

est impactée significativement par l’alcool in vivo(p-value<0.05). Cependant, seule la 

fonction « transport de molécule » possède un z-score calculable et négatif (-1.09) (c’est-

à-dire que l’ensemble des altérations protéiques de la voie par l’alcool sont cohérentes 
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avec une inactivation de la totalité de la fonction). Le z-score de cette fonction n’étant 

néanmoins pas supérieur à 2 ou inférieur à -2, l’activation de ces voies n’est pas 

significativement prédite. Au total les expressions protéiques de 49 protéines communes 

à la fonction de transport de molécules sont altérées par l’alcool in vivo.  
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➔ L’alcool in vivo impacte et altère significativement la fonction de transport placentaire.  

➔ Les transporteurs permettent un grand nombre d’échanges entre la mère et le fœtus 

indispensable pour le développement du fœtus et participe également à l’équilibre 

placentaire pour répondre aux différentes fonctions. Cet équilibre est principalement 

maintenu par la fonction métabolique placentaire. 

 

C. La fonction métabolique   

Comme cela a été décrit dans l’introduction, la fonction métabolique joue un rôle essentiel 

dans le maintien du niveau énergétique des cellules et également dans l’homéostasie 

placentaire. En effet le métabolisme permet aux cellules de remplir leurs fonctions via 

différentes voies interconnectées (A. Judge et M.S. Dodd, 2020). 

h) Impact de l’alcool in vivo sur l’activité du métabolisme glucidique 

Le métabolisme du glucose, substrat préférentiel, est essentiel pour le fonctionnement 

des cellules et sa dérégulation est impliqué dans de nombreuses pathologies.  

Comme cela a été évoqué précédemment, le logiciel Ingenuity nous permet, via sa banque 

de données internes « diseases and functions », de croiser les résultats en protéines 

différentielles obtenues lors de nos analyses avec les fonctions et pathologies connues du 

logiciel. De manière intéressante, il est possible de regarder précisément une fonction, les 

protéines qui y sont dérégulées et d’obtenir un réseau de protéines associé à la fonction. 

Table 13- Effect of in vivo alcohol on Molecular Transport function. Analysis on proteome of Alcohol Villi (n=5) in comparison to 
Control villi (n=5) were made by 3P5 proteom’IC platform at cochin hospital. Analysis of relative expression/ fold change/ z-
score and statistical analysis were made by Perseus®, Maxquant®, Excel® and Ingenuity® software. Analyse of the impact of 
alcohol on molecular transport: 8 molecular transport functions are affected significatively by in vivo alcohol (p-value<0.05. 
Fisher test); One of these functions is downregulated by alcohol (-2> z-score <2; NS (Student test)). In total, 49 proteins of 
transport are altered by in vivo alcohol. 
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Par cette fonction nous avons pu étudier l’impact de l’alcool sur le métabolisme du glucose 

(Figure 36 (A)). Celui-ci est significativement impacté par l’alcool in utero sans prédiction 

d’activation ou inactivation possible (p-value 3.47E-04, z-score : 0.445) ; 47 protéines 

impliquées dans le métabolisme du glucose sont impactées significativement avec l’alcool 

in vivo (Figure 36 (B)).  De fait l’expression protéique relative de ABCD3, ACAA1, ALDOB, 

CDK2, COL4A1, COL4A2, CTSB, EIF4BP2, ENPEP, GSK3A, HTT, LAMTOR5, LPIN2, MARK2, 

NDUFA4, NEBL, PARP14, PEPD, REL, SLC30A7, THOP1 est significativement augmentée 

dans les villosités « alcool » en comparaison avec les villosités « contrôles ». A l’inverse 

l’expression protéique relative de AEBP1, APOA1, APOA4, CAPG, CASP4, CD44, CDH11, 

CLEC14A, GC, GPD2, GRB2, HBD, HLA-DRA, HSD111B1, ITGA2B, LCP1, LGALS3, LSM2, 

PDPK1, RPL28, SERPINC1, SERPINF1, SHBG, TAP1, TF, THBS1 est significativement 

diminuée dans les villosités « alcool » en comparaison avec les villosités « contrôles ».  

i) Impact de l’alcool sur le métabolisme lipidique  

Le métabolisme lipidique, avec l’utilisation des acides gras et le transport du cholestérol 

est essentiel à l’ensemble des fonctions vitales du placenta (tout comme le glucose) et 

notamment il est impliqué dans la régulation hormonale.  

Comme pour le glucose, Ingenuity™ nous permet d’étudier l’impact de l’alcool in vivo sur 

le métabolisme lipidique et notamment sur celui des acides gras (Tableau 14). 

  

Six protéines sont impactées par l’exposition à l’alcool in vivo. De fait, l’expression 

protéique de ACAA1, ACADSB, ACSL4, ACSL5, ALDH1B1, AUH est significativement 

Table14- Impact of in vivo alcohol on Fatty Acid metabolism. Analysis on proteome of Alcohol Villi (n=5) in comparison to Control 
villi (n=5) were made by 3P5 proteom’IC platform at cochin hospital. Analysis of relative expression/ fold change/ z-score and 
statistical analysis were made by Maxquant®, Excel® and Ingenuity® software. Table of in vivo alcohol effect on 6 proteins 
implicated in Fatty Acid metabolism. Relative protein expressions of ACAA1, ACADSB, ACSL4, ACSL5, ALDH1B1, AUH are 
expressed in fold change normalized on control. Statistical analyses are made by Student test (p-value < 0.05) and fisher test (-
1.5 <FC>1.5). 
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augmentée dans les villosités exposées à l’alcool in vivo en comparaison aux villosités 

« contrôles » (avec un FC et une p-value significative).  

La voie de signalisation LXR/RXR, régulatrice du métabolisme lipidique, est également 

impactée par l’alcool (Figure 37 (A)). Dix protéines, dans cette voie, ont été altérées par 

l'alcool in vivo. L’expression protéique relative de GC (Vitamin D-binding protein), APOA4 

(Apolipoprotein A-IV), TF (Serotransferrin), SERPINF1 (Serpin Family F member 1/ 

Pigment epithelium-derived factor), APOA1 (Apolipoprotein A-I), RBP4 (Retinol-binding 

protein 4), APOC1 (Apolipoprotein C-I), A1BG (Alpha-1B-glycoprotein), FDFT1(Squalene 

synthase) a été significativement diminuée dans les villosités exposées à l’alcool in vivo 

par rapport aux villosités issues des « contrôles » (Figure 37 (B)). L'expression protéique 

relative de REL (Proto-oncogene c-Rel) a été significativement augmentée dans les 

villosités « alcool » par rapport au contrôle (Figure 37 (B)). En raison de ces changements 

dans l'expression des protéines par l’exposition à l'alcool in vivo, Ingenuity™ peut prédire 

que toute la voie est significativement down-régulée par l'alcool (z-score = -2,449, p-value 

3.24E-04). 

De la même manière, la voie PPARα/RXR, impliquée également dans le métabolisme 

lipidique, est altérée par l’alcool in vivo (Figure 38 (A)).  Cinq protéines, dans cette voie, 

ont été altérées par l'alcool in vivo. L’expression protéique relative de ACCA1 (3-ketoacyl-

CoA thiolase, peroxisomal) et REL (Proto-oncogene c-Rel) a été significativement 

augmentée dans les villosités « alcool » par rapport aux villosités contrôle (Figure 38 (B)). 

L’expression protéique relative de APOA1 (Apolipoprotein A-I), GPD2 (Glycerol-3-

phosphate dehydrogenase, mitochondrial), GRB2 (Growth factor receptor-bound protein 

2) a été significativement diminuée dans les villosités exposées à l’alcool in vivo par 

rapport aux villosités issues des « contrôles » (Figure 38 (B)). En raison de ces 

changements dans l'expression des protéines par l’exposition à l'alcool in vivo, Ingenuity™ 

ne peut pas prédire l’activation ou non de cette voie PPARα/RXR (score z = -1) ; cependant 

cette voie est bien significativement altérée par l’alcool in vivo (p-value= 4.94E-02). 
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Figure 36- Effect of in vivo alcohol on metabolism 
of Glucose. Analysis on proteome of Alcohol Villi 
(n=5) in comparison to Control villi (n=5) were 
made by 3P5 proteom’IC platform at cochin 
hospital. Analysis of relative expression/ fold 
change/ z-score and statistical analysis were 
made by Perseus®Maxquant®, Excel® and 
Ingenuity® software. (A): schematic 
representation of effect of in vivo alcohol on 
metabolism of glucose Ingenuity display 
network. All legends are described on link: 
https://qiagen.secure.force.com/KnowledgeBas
e/articles/Basic_Technical_Q_A/Legend.  (B) 
Table of in vivo alcohol effect on 47 proteins 
implicated in metabolism of glucose. Relative 
protein expressions of ABCD3, ACAA1, AEBP1, 
ALDOB, APOA1, APOA4, CAPG, CASP4, CD44, 
CDH11, CDK2, CLEC14A, COL4A1, COL4A2, CTSB, 
EIF4BP2, ENPEP, GC, GPD2, GRB2, GSK3A, HBD, 
HLA-DRA, HSD111B1, HTT, ITGA2B, LAMTOR5, 
LCP1, LGALS3, LPIN2, LSM2, MARK2, NDUFA4, 
NEBL, PARP14, PDPK1, PEPD, REL, RPL28, 
SERPINC1, SERPINF1, SHBG, SLC30A7, TAP1, TF, 
THBS1, THOP1 are expressed in fold change 
normalized on control. Statistical analyses are 
made by Student test- P-value> 0.05; P-value ≤ 
0.05 (*); P-value ≤ 0.01 (**); P-value ≤ 0.001 
(***); P-value ≤ 0.0001 (****) 

 

https://qiagen.secure.force.com/KnowledgeBase/articles/Basic_Technical_Q_A/Legend
https://qiagen.secure.force.com/KnowledgeBase/articles/Basic_Technical_Q_A/Legend
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Figure 37- Effect of in vivo alcohol on LXR/RXR activation canonical pathway. Analysis on proteome of Alcohol Villi (n=5) in 
comparison to Control villi (n=5) were made by 3P5 proteom’IC platform at cochin hospital. Analysis of relative expression/ 
fold change/ z-score and statistical analysis were made by Perseus®Maxquant®, Excel® and Ingenuity® softwares. (A): 
schematic representation of effect of in vivo alcohol on LXR/RXR  Ingenuity Canonical Pathways. All legends are described on 
link: https://qiagen.secure.force.com/KnowledgeBase/articles/Basic_Technical_Q_A/Legend.  (B) Graphical representation of 
in vivo alcohol effect on 10 proteins implicated LXR/RXR signaling pathway. Relative protein expressions of GC (Vitamin D-
binding protein), APOA4 (Apolipoprotein A-IV), TF (Serotransferrin), SERPINF1 (Serpin Family F member 1/ Pigment 
epithelium-derived factor), APOA1 (Apolipoprotein A-I), RBP4 (Retinol-binding protein 4), APOC1 (Apolipoprotein C-I), A1BG 
(Alpha-1B-glycoprotein), REL (Proto-oncogene c-Rel), FDFT1 (Squalene synthase) are expressed in fold change normalized on 
control. Statistical analyses are made by Student test- P-value> 0.05; P-value ≤ 0.05 (*); P-value ≤ 0.01 (**); and Fisher test (-
1.5<FC>1.5) 

https://qiagen.secure.force.com/KnowledgeBase/articles/Basic_Technical_Q_A/Legend
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Figure 38 Effect of in vivo alcohol on PPARα/RXRα activation canonical pathway. Analysis on proteome of Alcohol Villi (n=5) 
in comparison to Control villi (n=5) were made by 3P5 proteom’IC platform at cochin hospital. Analysis of relative 
expression/ fold change/ z-score and statistical analysis were made by Perseus®Maxquant®, Excel® and Ingenuity® 
softwares. (A): schematic representation of effect of in vivo alcohol on PPARα/RXRα Ingenuity Canonical Pathways. All 
legends are described on link: https://qiagen.secure.force.com/KnowledgeBase/articles/Basic_Technical_Q_A/Legend.  (B) 
Graphical representation of in vivo alcohol effect on 5 proteins implicated PPARα/RXRα signaling pathway. Relative protein 
expressions of ACAA1 (3-ketoacyl-CoA thiolase, peroxisomal), APOA1 (Apolipoprotein A-I), GPD2 (Glycerol-3-phosphate 
dehydrogenase, mitochondrial), GRB2 (Growth factor receptor-bound protein 2), REL (Proto-oncogene c-Rel) are expressed 
in fold change normalized on control. Statistical analyses are made by Student test- P-value> 0.05; P-value ≤ 0.05 (*); and 
Fisher test (-1.5<FC>1.5) 

B 

A 

https://qiagen.secure.force.com/KnowledgeBase/articles/Basic_Technical_Q_A/Legend
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j) Impact de l’alcool sur les voies de signalisation ERK/MAPK et PI3K/AKT  

Les voies de signalisation ERK/MAPK et PI3K/AKT sont bien connues pour jouer un rôle 

clé dans la métabolisme et l’homéostasie intracellulaire. Leur régulation est primordiale 

pour le bon fonctionnement de l’ensemble des fonctions placentaires.  

La voie de signalisation de ERK/MAPK est altérée par l’alcoolisation in vivo. Huit 

protéines, dans cette voie, ont été modifiées par l'alcool (Figure 39 (A)). L'expression 

protéique relative de BCAR1 (Breast cancer anti-estrogen resistance protein 1), ITGA2 

(Integrin alpha-2), RPS6KA5 (Ribosomal protein S6 kinase alpha-5) a été 

significativement augmentée dans les villosités « alcool » par rapport aux villosités 

contrôles (Figure 39 (B)). L'expression protéique relative de GRB2 (Growth factor 

receptor-bound protein 2), ITGA3 (Integrin alpha-3), ITGA2B (Intégrine alpha-IIb), 

ITGAM (Integrin alpha-M), PPP2R5E (Serine/threonine-protein phosphatase 2A 56 kDa 

regulatory subunit epsilon isoform) a été significativement diminuée dans les villosités 

« alcool » par rapport aux villosités « contrôles » (Figure 39 (B)). En raison de ces 

changements dans l'expression des protéines par l’exposition à l'alcool in vivo, Ingenuity 

ne prédit pas d’activation ou d’inactivation globale de cette voie de signalisation par 

l’alcool (z-score= 0,447 (NS)) mais elle est significativement altérée (p-value= 2.28E-02). 

La voie de signalisation de PI3K/AKT est altérée par l’alcoolisation in vivo. Dix protéines, 

dans cette voie, ont été modifiées par l'alcool (Figure 40 (A)). L'expression protéique 

relative de GSK3A (Glycogen synthase kinase-3 alpha), REL (Proto-oncogene c-Rel), 

ITGA2 (Integrin alpha-2 significativement augmentée dans les villosités « alcool » par 

rapport aux contrôles (Figure 40 (B)). Expression protéique relative de PDPK1 (3-

phosphoinositide-dependent protein kinase 1), GRB2(Growth factor receptor-bound 

protein 2), ITGA3 (Integrin alpha-3), ITGA2B (Intégrine alpha-IIb), ITGAM (Integrin 

alpha-M), IL6ST (Interleukin-6 receptor subunit beta), PPP2R5E (Serine/threonine-

protein phosphatase 2A 56 kDa regulatory subunit epsilon isoform)) a été 

significativement diminuées par rapport aux villosités « contrôle » (Figure 40 (B)). Le 

logiciel Ingenuity™ ne prédit pas d’activation ou d’inactivation significative globale de 

cette voie de signalisation par l’alcool (z-score = -1,342 (NS)) mais elle est 

significativement altérée (p-value= 4.36E-03). 
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A 

B 

Figure 39- Effect of in vivo alcohol on ERK/MAPK canonical pathway. Analysis on proteome of Alcohol Villi (n=5) in comparison to 
Control villi (n=5) were made by 3P5 proteom’IC platform at cochin hospital. Analysis of relative expression/ fold change/ z-score and 
statistical analysis were made by Perseus® Maxquant®, Excel® and Ingenuity® softwares. (A): schematic representation of effect of 
in vivo alcohol on growth hormone’s Ingenuity Canonical Pathways. All legends are described on link: 
https://qiagen.secure.force.com/KnowledgeBase/articles/Basic_Technical_Q_A/Legend.  (B) Graphical representation of in vivo 
alcohol effect on 8 proteins implicated ERK/MAPK signaling pathway. Relative protein expressions of GRB2(Growth factor receptor-
bound protein 2), BCAR1 (Breast cancer anti-estrogen resistance protein 1), ITGA2 (Integrin alpha-2), ITGA3 (Integrin alpha-3), 
ITGA2B (Integrin alpha-IIb), ITGAM (Integrin alpha-M), PPP2R5E (Serine/threonine-protein phosphatase 2A 56 kDa regulatory 
subunit epsilon isoform), RPS6KA5 (Ribosomal protein S6 kinase alpha-5), are expressed in fold change normalized on control. 
Statistical analyses are made by Student test- P-value> 0.05; P-value ≤ 0.05 (*); P-value ≤ 0.01 and Fisher test (-1.5<FC>1.5) 

https://qiagen.secure.force.com/KnowledgeBase/articles/Basic_Technical_Q_A/Legend
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A 

B 

Figure 40- Effect of in vivo alcohol on PI3K/AKT canonical pathway. Analysis on proteome of Alcohol Villi (n=5) in 
comparison to Control villi (n=5) were made by 3P5 proteom’IC platform at cochin hospital. Analysis of relative expression/ 
fold change/ z-score and statistical analysis were made by Perseus® Maxquant®, Excel® and Ingenuity® software. (A): 
schematic representation of effect of in vivo alcohol on growth hormone’s Ingenuity Canonical Pathways. All legends are 
described on link: https://qiagen.secure.force.com/KnowledgeBase/articles/Basic_Technical_Q_A/Legend.  (B) Graphical 
representation of in vivo alcohol effect on 10 proteins implicated PI3K/AKT signaling pathway. Relative protein expressions 
of GSK3A (Glycogen synthase kinase-3 alpha), PDPK1 (3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1), GRB2(Growth 
factor receptor-bound protein 2), REL (Proto-oncogene c-Rel), ITGA2 (Integrin alpha-2)  ,ITGA3 (Integrin alpha-3), ITGA2B 
(Integrin alpha-IIb), ITGAM (Integrin alpha-M),  IL6ST (Interleukin-6 receptor subunit beta), PPP2R5E (Serine/threonine-
protein phosphatase 2A 56 kDa regulatory subunit epsilon isoform), are expressed in fold change normalized on control. 
Statistical analyses are made by Student test- P-value> 0.05; P-value ≤ 0.05 (*); P-value ≤ 0.01 (**);  

 

https://qiagen.secure.force.com/KnowledgeBase/articles/Basic_Technical_Q_A/Legend
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k) Impact de l’alcool sur la signalisation de la voie mTOR  

Intimement liée à la voie de signalisation PI3K/AKT, la voie de signalisation mTOR permet 

de renforcer le métabolisme énergétique et joue également un rôle dans la régulation des 

facteurs pro et anti-apoptotique. 

Deux techniques d’expérimentation ont permis d’analyser la voie de signalisation mTOR 

dans les deux groupes d’échantillons.  

Premièrement, une analyse transcriptionnelle a été réalisée afin de déterminer les 

altérations par l’alcool au niveau génique (par qPCR) sur n=5 villosités issues de femmes 

« contrôles » et n=5 villosités issues de femmes ayant consommé de l’alcool au cours de 

leur grossesse. Les résultats ont été analysés par le logiciel Biorad™ CFX Maestro puis les 

statistiques ont été réalisées par Graphpad Prism™ et Excel™.  Les expressions relatives 

de transcrits des gènes analysés sont donnés en Fold Change et le test statistique réalisé 

pour l’étude de la significativité est un t-test avec SD cohérente.  

Figure 41- Impact of in vivo alcohol on mTOR signaling pathway. Analysis of mRNA expression of Alcohol Villi (n=5) in 
comparison to Control villi (n=5) were made by qPCR analysis. and statistical analysis were made by Excel software and 
Graphpad Prism 7.0. Graphical representation of in vivo alcohol effect on mRNA expression of IL6 (interleukin-6), PTEN 
(phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase and dual-specificity protein phosphatase), RICTOR (Rapamycin-
insensitive companion of mTOR), TSC1 (Hamartin), TSC2 (Tuberin), MTOR (Mammalian Target of Rapamycin) are expressed 
in fold change normalized on control. Statistical analyses are made by t-test with consistent SD, P-value> 0.05; P-value ≤ 
0.05 (*); P-value ≤ 0.01 (**); The signaling pathway picture is modified from Laetitia Coutte et al. 2012. 
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L’expression transcriptionnelle des acteurs de la voie de signalisation mTOR est 

significativement altérée par l’exposition à l’alcool in vivo (Figure 41). L’expression 

relative des ANR messagers de IL6 (interleukin-6) a été significativement augmentée dans 

les villosités « alcool » en comparaison avec des villosités « contrôles ».L’expression 

relative des ARN messagers de PTEN (Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 3-

phosphatase and dual-specificity protein phosphatase PTEN), de RICTOR (Rapamycin-

insensitive companion of mTOR), de TSC1 (Hamartin) et de TSC2(Tuberin) a été 

significativement diminuée dans les villosités « alcool » en comparaison avec des 

villosités « contrôles ». Enfin la variation d’expression relative des ARN messagers de 

mTOR n’est pas significative mais une tendance à la diminution est tout de même 

observée.  

Deuxièmement, une analyse traductionnelle (protéome) a également été réalisée comme 

décrit précédemment sur n=5 villosités issues de femmes « contrôles » et n=5 villosités 

issues de femmes ayant consommé de l’alcool au cours de leur grossesse.  

La voie de signalisation de mTOR est impactée par l’alcool (Figure 42 (A)). Huit protéines, 

dans cette voie, ont été altérées par l'alcool in vivo. L’expression protéique relative de 

PDPK1 (3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1), PLD3 (5'-3' exonuclease PLD3) 

et PPP2R5E (Serine/threonine-protein phosphatase 2A 56 kDa regulatory subunit 

epsilon isoform) a été significativement diminuée dans les villosités exposées à l’alcool in 

vivopar rapport aux villosités issues des « contrôles » (Figure 42 (B)). L'expression 

protéique relative de RPS6KA5 (Ribosomal protein S6 kinase alpha-5), RPS16 (40S 

ribosomal protein S16), MLST8 (Target of rapamycin complex subunit LST8), DGKZ 

(Diacylglycerol kinase zeta) et EIF4EBP2 (Eukaryotic translation initiation factor 4E-

binding protein 2) a été significativement augmentée dans les villosités « alcool » par 

rapport aux villosités « contrôles » (Figure 42 (B)). Malgré ces changements dans 

l'expression des protéines par l’exposition l'alcool in vivo, Ingenuity™ ne prédit pas 

d’activation ou d’inactivation de la voie de signalisation de mTOR par l'alcool (z-score = 

0.447 (NS)), cependant il indique que la voie est significativement altérée (p-value= 6.23E-

03). 
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A 

B 

Figure 42- Effect of in vivo alcohol on mTOR canonical pathway. Analysis on proteome of Alcohol Villi (n=5) in comparison to Control 
villi (n=5) were made by 3P5 proteom’IC platform at cochin hospital. Analysis of relative expression/ fold change/ z-score and 
statistical analysis were made by Maxquant®, Excel® and Ingenuity® softwares. (A): schematic representation of effect of in vivo 
alcohol on mTOR’s signaling Ingenuity Canonical Pathways. All legends are described on link: 
https://qiagen.secure.force.com/KnowledgeBase/articles/Basic_Technical_Q_A/Legend.  (B) Graphical representation of in vivo 
alcohol effect on 8 proteins implicated ERK/MAPK signaling pathway. Relative protein expressions of RPS6KA5 (Ribosomal protein 
S6 kinase alpha-5), PDPK1 (3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1), PLD3 (5'-3' exonuclease PLD3), RPS16 (40S ribosomal 
protein S16), MLST8 (Target of rapamycin complex subunit LST8), DGKZ (Diacylglycerol kinase zeta), EIF4EBP2 (Eukaryotic 
translation initiation factor 4E-binding protein 2) and PPP2R5E (Serine/threonine-protein phosphatase 2A 56 kDa regulatory 
subunit epsilon isoform), are expressed in fold change normalized on control. Statistical analyses are made by Student test- P-value> 
0.05; P-value ≤ 0.05 (*); P-value ≤ 0.01 (**); P-value ≤ 0.001 (***);  

https://qiagen.secure.force.com/KnowledgeBase/articles/Basic_Technical_Q_A/Legend
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➔ En conclusion de cette première partie, nous avons montré pour la première fois que 

l’alcool impacte de manière significative différentes fonctions du placenta humain : la 

fonction endocrine, la fonction des transports et des échanges et la fonction du 

métabolisme placentaire. Nous pouvons ainsi définir le Syndrome d’Alcoolisme 

Placentaire (SAP) comme un ensemble de dysfonctions placentaires 

programmées par l’alcool et notamment : une diminution significative de la fusion 

des trophoblastes, une augmentation très significative de la sécrétion d’hCG, une 

altération significative protéique de 61 transporteurs (dont 22 transporteurs SLC 

essentiels au bon fonctionnement du placenta) et une altération significative de toutes 

les voies métaboliques placentaires, dont une diminution significative du métabolisme 

lipidique.  

 

➔ Ces fonctions placentaires sont pourtant essentielles au développement du fœtus et 

notamment du cerveau.  

 

 

➔ Ceci nous amène à introduire la seconde partie avec l’axe placenta/cerveau.  
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Partie 2 :  

Neuro-placentologie et 

alcoolisation 
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Récemment, plusieurs études, décrites dans l’introduction, ont permis de mettre en 

lumière et de nommer l’axe d’étude impliquant le rôle direct du placenta dans le 

développement cérébral fœtal. La neuroplacentologie prend tout son sens dans le cadre 

de l’étude AlcoBrain. Notamment le Dr Gonzalez et son équipe ont mis en évidence l’effet 

direct de molécules dérégulées dans le placenta de souris gestantes alcoolisées in vivo, sur 

le cerveau fœtal du souriceau. Ces molécules régulant l’angiogenèse placentaire seront 

présentées dans la partie 3 « caractérisation de biomarqueurs placentaires d’alcoolisation 

in utero ». Cependant la dérégulation corticale des cerveaux de souriceaux exposés à 

l’alcool in vivo nous a conduit à étudier les neurotransmetteurs. Le placenta sans être un 

organe innervé, est connu pour synthétiser, médier les effets d’un très grand nombre de 

neurotransmetteurs. De plus, il apparait que l’altération de la signalisation de mTOR est 

liée à l’altération de l’expression des neurotransmetteurs et de leurs récepteurs. Cette 

dérégulation est impliquée dans de nombreuses pathologies (recoupant inexorablement 

les pathologies induites par les TCAF). Nous nous nous sommes donc posé la question de 

la présence des récepteurs aux neurotransmetteurs dans le placenta humain et l’impact 

qu’aurait l’alcool sur ces récepteurs. Puis de manière plus globale nous sommes intéressés 

à l’impact de l’alcool sur la voie des fonctions et pathologies de neurodéveloppement. 

Ainsi cette partie sera divisée en trois sous parties :  

A. Cartographie placentaire évolutive au cours de la grossesse des récepteurs 

placentaires de neurotransmetteurs (Analyse transcriptionnelle)  

B. Impact de l’alcool in vivo sur l’expression de ces récepteurs (Analyse 

transcriptionnelle) 

C. Impacte de l’alcool in vivo sur les voies de signalisation protéique impliquées dans 

la fonction du développement cérébral (Analyse protéomique) 

Les deux premiers axes s’appuieront sur les résultats rassemblés dans les tableaux 15-16-

17-18 regroupant les neurorécepteurs exprimés par les villosités placentaires issus de 

placentas (placentas de premier trimestre issus d’IVG précoce, de placentas à terme « 

contrôle » et de placentas de femmes ayant consommé de l’alcool pendant la grossesse). 

Les récepteurs qui, dans l’analyse, n’ont été retrouvés dans aucun des trois groupes, n’ont 

pas été indiqués dans les Tableaux.  
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Les profils d'expression de transcrits des villosités placentaires des patientes à terme 

« contrôles » et « alcool » et de villosités du 1er trimestre ont été évalués par qPCR sur 

plaques coatées Qiagen™ RT2 profiler (ID GeneGlobe- PAHS-060Z). Pour l'analyse, les 

villosités issues de n=5 placentas « contrôles » à terme, n=5 placentas « alcool » à terme 

et n=5 placentas issus du début du 1er trimestre (EA = Early Abortion) ont été utilisés pour 

identifier d’une part les récepteurs des neurotransmetteurs humains dont l’expression 

transcriptionnelle est présente au niveau du placenta, et d’autre part leur altération par 

l’alcool in vivo le cas échéant. Les résultats obtenus ont été traités sur le logiciel BIORAD™ 

CFX Maestro afin d’extraire les données et de vérifier les cycles ; puis les FC ont été 

calculés, analysés statistiquement et mis en forme par les logiciels Excel™ et GraphPad 

Prism™. Enfin les fonctions et localisations de chacun des récepteurs de 

neurotransmetteurs retrouvés dans le placenta humain ont été décrites en matchant les 

banques de données de PUBMED avec celles d’UNIPROT. Chaque tableau est alors 

constitué ainsi : La famille de neurorécepteurs, les récepteurs étudiés et présents dans au 

moins un des trois groupes, les fonctions dans lesquelles sont impliqués les récepteurs et 

son/ses neurotransmetteur. s d’après les données de la littérature ainsi que sa localisation 

subcellulaire.  

Par la suite, la différence d’expression transcriptionnelle d’un récepteur donné au début 

du 1er trimestre de grossesse en comparaison avec l’expression de ce récepteur par les 

villosités « contrôles » (terme) a été indiqué afin d’obtenir la cartographie évolutive 

temporelle de ces récepteurs (seules les différences ayant un p-value significative ont été 

placées dans les tableaux). Enfin l’impact de l’alcool est indiqué en comparant le profil 

d’expression transcriptionnelle de placentas « alcool » en comparaison avec les placentas 

terme « contrôles » (seules les différences ayant une p-value significative ont été placées 

dans les tableaux). Les statistiques ont été calculées pour l’ensemble des résultats par un 

t-test avec SD cohérente <0.05.  

Afin de faciliter la lecture de l’ensemble de ces tableaux, la légende a été introduite ci-

dessous :  

Table 15-16-17-18: Presence of neurotransmitters and their receptors in human placenta. These Tables group the 73 
neurotransmitter-receptors whose the transcriptomic expression was found in the chorionic villus of full-term placenta, 
exposed or not to alcohol and placenta from the first trimester (early abortion (EA)). For each Table, it is indicated the 
family of neurotransmitters, the receptors of this family that have been found in the chorionic villi, their functions, and their 
subcellular localizations. The comparison between control term chorionic villi and the villi from early abortion made it 
possible to obtain an evolutionary mapping of these receptors within the placenta. Finally, the effect of alcohol was 
observed by comparing villi exposed to in vivo alcohol to term control villi. These results were obtained by qPCR with Qiagen 
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RT2 profiler plates. The statistics were performed with GraphPad prism 7.0. Relative mRNA expressions are expressed in 
fold change normalized on control. Statistical analyses are made by unpaired t-test with consistent SD- P-value> 0.05; P-
value ≤ 0.05 (*); P-value ≤ 0.01 (**); P-value ≤ 0.001 (***). 
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Table 15 
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  Table 16 
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  Table 17 
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  Table 18 
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A. Cartographie placentaire évolutive au cours de la grossesse des récepteurs 

placentaires de neurotransmetteurs : (Tableaux 15-16-17-18) 

L’expression transcriptionnelle de 73 récepteurs de neurotransmetteurs a été retrouvée 

dans au moins un des trois groupes de placentas : HCRT2, HRH1, HRH4, HTRB, HTR1F, 

HTR2A, HTR3A, HTR4, HTR7, NPY2R, NPY5R, NTSR2, OXTR, PROXR2, SCTR, SSTR1, 

SSTR2, SSTR4, TACR1, TACR3, TSPO, GRPR, GRIA2, GRIA3, GRIK1, GRIK2, GRIK4, GRIK5, 

GRIN1, GRIB2B, GRIN2C, GRM3, GRM4, GRM5, GRM6, GRM7, ADRA2A, ADRA2B, ADRB3, 

GABBR1, GABBR2, GABRA1, GRABRA2, GABRA4, GABRB1, GABRB3, GABRD, GABRE, 

GABRG2, GABRG3, GABRQ, GABRR1, GABRR2, AVPR1A, AVPR1B, BRS3, CCKBR, CHRM1, 

CHRM4, CHRM5, CHRNA3, CHRNA4, CHRNA5, CHRNA6, CHRNA7, CHRNE, CNR1, DRD1, 

DRD2, DRD5  

Tous ces récepteurs sont présents dans le tissu trophoblastique à terme et le tissu 

trophoblastiques du début de 1er trimestre mais le niveau d’expression transcriptionnelle 

diffère pour 23 d’entre eux. Seule l’expression des transcrits de CHRNE et CCKBR est 

significativement plus importante au 1er trimestre de grossesse qu’au terme (p-value= 

0.0114 et 0.0018 respectivement). Les transcrits de HCRT2 (p-value= 0.0005), HRH1 (p-

value= 0.0166), HTR1B (p-value= 0.0008), HTRF1 (p-value= 0.0021), NPY5R (p-value= 

0.0087), TACR1 (p-value= 0.0003), TACR2 (p-value= 0.0275), GRIA3 (p-value= 0.0186), 

GRIK1 (p-value= 0.0074), GRIK2 (p-value= 0.0011), GRIK4 (p-value= 0.0016), GRIN2C (p-

value= 0.0027), GRM6 (p-value=0.0245), ADRA2A (p-value=0.0034), ADRA2B (p-value= 

0.0010), GABRA4, (p-value= 0.0015), GABRB1 (p-value=0.0043), GABRE (p-value= 

0.0007), GABRR2 (p-value=0.0006), CHRM1 (p-value= 0.0204), CHRM4 (p-value= 

0.0315), CNR1 (p-value= 0.0120) et DRD1 (p-value=0.0412), sont significativement 

moins exprimés en début de 1er trimestre qu’au terme de la grossesse.  

Ces résultats nous permettent de caractériser pour la première fois une cartographie 

assez complète avec la présence des récepteurs neuronaux dans le placenta et d’obtenir, 

via les prélèvements de début et de fin de grossesse, l’évolution dans le temps de leur 

expression. De plus, le fait qu’une grande partie de ces neurotransmetteurs exprimés dans 

le placenta soit impliquée dans le développement du cerveau et que certains d’entre eux 

soient surexprimés au terme de la grossesse (création du réseau cortical fœtal), cela 
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suggère à quel point il est important d’étudier l’impact de l’alcool sur ces récepteurs 

placentaires de neurotransmetteurs. 

B. Impact de l’alcool in vivo sur l’expression de ces récepteurs (Analyse 

transcriptionnelle) 

L’analyse transcriptionnelle de n=5 villosités issues de patientes ayant consommé de 

l’alcool au cours de leur grossesse et n= 5 villosités issues du premier trimestre de 

grossesse en comparaison avec des villosités issues de patientes « contrôles » à terme 

Figure 43 Impact of alcohol on neurotransmitter and their receptors. Graphical representation of in vivoeffect of alcohol on 
13 receptors of neurotransmitters. Alcohol exposed villi were compared with term control villi, but the mRNA expression of EA 
villi are indicated too (n=5 placentas/condition); The details of this receptors are indicated in Table 15-16-17-18. These results 
were obtained by qPCR with Qiagen RT2 profiler plates. The statistics were performed with GraphPad prism 7.0. Relative 
mRNA expressions are expressed in fold change normalized on control. Statistical analyses are made by unpaired t-test with 
consistent SD- P-value> 0.05; P-value ≤ 0.05 (*); P-value ≤ 0.01 (**); P-value ≤ 0.001 (***). 
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(chacun des groupes « alcool » et « IVG précoce » (EA) est comparé avec les « contrôles » 

termes) nous a permis d’étudier l’effet de l’alcool sur les récepteurs placentaires de 

neurotransmetteurs.  

Les deux dernières colonnes des tableaux 15 à 18 présentent les 13 neurorécepteurs 

altérés par l’alcool avec indication la p-value. Pour plus de clarté, les Fold Change des 13 

transcrits ont été graphiquement analysés (Figure 43).  

L’expression transcriptionnelle des neurorécepteurs HTR4, TACR1, TACR2, GRIA3, 

GRIK1, ADRA2A, ADRB3, GABRB1, GABRB3, GABRG3, GABRR2, BRS3, CHRM1 est 

significativement diminuée par l’exposition à l’alcool in vivo.  Autre fait intéressant, huit 

des 13 des récepteurs altérés par l’alcool in vivo sont des récepteurs dont l’expression est 

plus faible au 1er trimestre comparativement au terme et il n’y a pas de différences 

significatives observées entre le groupe des villosités « alcool » et le groupe des villosité 

« 1er trimestre ». De manière intéressante les récepteurs HTR4 et GABRG3 ne sont plus 

exprimés par les villosités de placentas « alcool ». Pour les neurorécepteurs ADRB3, 

GABRB3 et BRS3, leur niveau d’expression est diminué avec une exposition à l’alcool in 

vivo alors que le niveau d’expression dans le tissu trophoblastique ne change pas de façon 

significative au cours de la grossesse (comparaison « IVG précoces » et « termes »). 

➔ Ces résultats ont permis de découvrir la présence de neurorécepteurs placentaires de 

neurotransmetteurs et de déterminer les stades de grossesse pendant lesquels ils sont 

le plus exprimés.  

➔ L’alcool in vivo modifie certains de ces neurorécepteurs essentiels au bon 

développement du cerveau et de manière surprenante les taux d’expression de la 

majorité de neurorécepteurs impactés par l’alcool sont similaires aux niveaux 

d’expression retrouvés dans des placentas de premier trimestre.  

➔ Ces résultats, particulièrement intéressants, nous ont induit à nous poser la question 

de l’impact de l’alcool sur les protéines impliquées dans le développement du cerveau 

fœtal.  
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C. Impact de l’alcoolisation in vivo sur les voies de signalisation protéique impliquées 

dans la fonction du développement cérébral 

L’étude de la banque de données « diseases and functions » du logiciel Ingenuity™ nous a 

permis de croiser les résultats en protéines différentielles obtenues lors de nos analyses 

avec celles impliquées dans le développement et la fonction du système nerveux. Cette 

étude nous permet d’observer l’impact de l’alcool sur 34 fonctions de développement du 

système nerveux humain (Tableau 19). Chacune de ces fonctions/pathologies est 

impactée significativement par l’alcool in vivo(p-value<0.05) ; cependant seulement 6 de 

ces fonctions possèdent un z-score calculable (c’est-à-dire que l’ensemble des altérations 

protéiques de la voie par l’alcool sont cohérentes avec une activation ou une inactivation 

de la totalité de la fonction). Le z-score de ces fonctions n’étant néanmoins pas supérieur 

à 2 ou inférieur à -2, l’activation ou l’inactivation de ces voies n’est pas significativement 

prédite. Au total les expressions protéiques de 49 protéines communes au développement 

et au fonctionnement du système nerveux sont altérées par l’alcool in vivo.  

Table 19 Effect of in vivo alcohol on Nervous system Development and function. Analysis on proteome of Alcohol Villi (n=5) in 
comparison to Control villi (n=5) were made by 3P5 proteom’IC platform at cochin hospital. Analysis of relative expression/ fold 
change/ z-score and statistical analysis were made by Perseus®, Maxquant®, Excel® and Ingenuity® software. 49 molecular of 
Nervous system Development and function were significatively affected by in vivo alcohol (p-value<0.05. Fisher test); 
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De la même manière, l’analyse protéomique nous a permis de croiser les résultats en 

protéines différentielles altérées par l’alcool in vivo avec celles impliquées dans les lésions 

cérébrales (Tableau 20). Cette fonction est très significativement altérée par l’alcool (p-

value= 2.49E-09) mais le z-score n’est pas significatif du fait du croisement des 149 

altérations (z-score = 0.606). Sur 149 protéines exprimées et altérées par l’alcool in vivo 

dans le trophoblaste, 97 sont up-régulées dans les voies de signalisation conduisant à une 

lésion cérébrale (Tableau 20). 
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 Table 20 Effect of alcohol of 
brain lesion. Analysis on 
proteome of Alcohol Villi 
(n=5) in comparison to 
Control villi (n=5) were 
made by 3P5 proteom’IC 
platform at cochin hospital. 
Analysis of relative 
expression/ fold change/ z-
score and statistical analysis 
were made by Maxquant®, 
Excel® and Ingenuity® 
software. Analyse of the 
impact of alcohol on 
Endocrine System 
Disorders.149 molecules 
implicated in brain lesion 
were significatively affected 
by in vivo alcohol, 97 were 
up-regulated (p-value<0.05. 
Student test) 
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➔ L’ensemble de ces résultats nous confirment le rôle primordial du placenta dans le 

développement cérébral du fœtus et la place privilégiée de la neuroplacentologie pour 

étudier l’impact de l’alcool au cours du la grossesse.  

 

Que ce soit dans la partie 1 ou dans la partie 2 de ce manuscrit, nous avons pu observer 

l’impact majeur de l’alcool sur l’ensemble des fonctions placentaires et les différents 

acteurs impliqués. Le lien avec les désordres neuronaux observé chez les enfants TCAF a 

été étudié via la neuroplacentologie et montre à quel point le placenta peut être un 

réservoir de biomarqueurs placentaires d’exposition prénatale à l’alcool, et de façon 

spécifique, un réservoir de biomarqueurs placentaires de défauts cérébraux fœtaux 

imputés à l’exposition à l’alcool au cours de la grossesse.  

Comme cela a été décrit dans l’introduction de la partie 2, le Dr Gonzalez et son équipe 

ont découvert et breveté, sur un modèle murin, des biomarqueurs placentaires 

d’alcoolisation in utero ayant un impact direct sur la mise en place du cerveau cortical du 

fœtus.  

Dans notre recherche de caractérisation de biomarqueurs, en collaboration avec l’équipe 

du Dr Gonzalez, et notamment avec le Dr Sautreuil, nous avons donc, analysé chez la 

femme, les biomarqueurs retrouvés chez la souris et essayé de caractériser des 

biomarqueurs placentaires humains d’alcoolisation au cours de la grossesse.  
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PARTIE 3 :  

Caractérisation de biomarqueurs 

placentaires d’alcoolisation au 

cours de la grossesse 
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Comme cela a été décrit dans l’introduction de ce manuscrit, la caractérisation de 

biomarqueurs d’alcoolisation in utero serait un bon en avant considérable pour le 

diagnostic et la prise en charge précoce des enfants atteints de TCAF à la naissance.  

  La partie 3 est divisée en deux sous parties :  

A. Impact de l’alcool in vivo sur l’angiogenèse placentaire  

B. Impact de l’alcool in vivo sur la survie cellulaire  

Cette partie du manuscrit est à mettre en reflet avec les résultats obtenus précédemment 

et notamment la première partie du manuscrit portant sur la mise en évidence du 

Syndrome d’Alcoolisme Placentaire. 

Cette première sous partie s’appuie sur les résultats de l’étude collaborative réalisée avec 

le Dr Sautreuil et les travaux précédents de l’équipe du Dr Gonzalez, tout particulièrement 

sur les marqueurs de l’angiogenèse. De plus, la caractérisation de biomarqueurs fœtaux 

permettant d’avoir un impact direct sur le développement du cerveau fœtal nous a amené 

à utiliser le modèle de perfusion comme un système permettant d’accéder à la circulation 

fœtale.  

La deuxième sous partie est une « découverte fortuite » au fil des croisements de mes 

résultats et surtout grâce à l’analyse croisée du protéome avec celui du secrétome (obtenu 

avec la récupération des perfusats fœtaux). Elle permet d’ouvrir des perspectives très 

intéressante à la recherche de biomarqueurs d’alcoolisation et l’étude de l’alcool in vivo 

de manière générale.  
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A. Impact de l’alcool in vivo sur l’angiogenèse placentaire  

En 2017, le Dr Lecuyer et son équipe, ont permis de mettre en avant une découverte 

majeure dans la recherche de biomarqueurs d’alcoolisation in utero d’altération du 

développement fœtal chez un modèle murin. En effet, il a été démontré que l’alcool 

administré in utero à des souris gestantes engendrait une dérégulation de l’angiogenèse 

placentaire (notamment par la dérégulation négative de la sécrétion de PlGF), et que cette 

down-régulation du PlGF in utero avait un impact direct sur la dérégulation du réseau 

cortical des souriceaux à la naissance. Au cours de ses travaux de thèse, le Dr Sautreuil a 

aussi mis en évidence un acteur majeur de la voie de l’angiogenèse dérégulé par l’alcool : 

le CD146 (ces travaux sont en cours de publication).  

La première partie de cette étude de caractérisation de biomarqueurs a donc été de 

vérifier l’effet de l’alcool sur ces deux biomarqueurs, d’alcoolisation chez la souris 

(brevetés) sur le placenta humain. 

a) Impact de l’alcool sur le PlGF   

 

Le PlGF (Placental Growth Factor), décrit dans l’introduction de ce manuscrit, est secrété 

par le placenta et possède une activité fortement pro-angiogénique. Sa sécrétion, 

majoritaire du côté maternel, est finement régulée tout au long de la grossesse.  La 

concentration de PlGF a été mesurée dans le surnageant des cultures primaires de CTV 

Figure 44- Effect of in vivo alcohol on secretion of PlGF (Placenta Growth Factor) in vitro   : Control n=5;  : Alcohol 
n=5. Graphical representation of secretion of PlGF (nmol/L)/10-6cells by VCT’s primary culture for 24h-48h or 72h of 
incubation with SVF medium, exposed in vitro at [0.5g/l] or [2g/L] EtOH or not. Culture medium of each condition were 
collected, and PlGF was measured by automate on the Cochin Hospital platform Statistical test: ANOVA two way + Sidak's 
multiple comparisons test were made with Graph Pad® prism 7.0 software; P-value> 0.05. 
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issus de placentas « contrôles » (n=5) et de placentas exposés à l’alcool in vivo(n=5) 

(Figure 44), (sur)exposés ou non à l’alcool in vitro. L’alcool in vivo n’a pas d’impact 

significatif sur la sécrétion de PlGF des CTV en culture (p-value>0.05). L’exposition in vitro 

à l’alcool, que ce soit pour les CTV ayant déjà été exposés à l’alcool in vivo ou les CVT 

contrôles, n’a pas non plus d’effet significatif sur la sécrétion de PlGF ; Ce résultat peut 

sembler en contradiction avec les résultats obtenus in vivo sur le modèle murin. 

Néanmoins, il est important de souligner que toute hormone/facteur synthétisé par le 

trophoblaste sera principalement sécrété du côté maternel et non du côté fœtal. Ainsi, le 

surnageant d’une culture de trophoblastes in vitro représentera principalement le versant 

maternel et non fœtal d’un point de vue quantitatif. 

b) Impact de l’alcool sur CD146  

Un autre facteur pro-angiogénique, le CD146 a été démontré comme étant un acteur de 

l’axe placenta-cerveau impliqué dans la dérégulation corticale fœtale sur le modèle murin 

à la suite d’une exposition à l’alcool in utero (travaux de thèse du Dr Sautreuil).  

Après avoir retrouvé son expression dans la villosité humaine (Figure 45) nous avons 

étudié son expression transcriptionnelle (Figure 46 (A)) et traductionnelle (Figure 46 

(B)).  

Une étude immunohistochimique a été mise au point et réalisée sur n=4 placentas exposés 

in vivo à l’alcool en comparaison avec n=4 placentas contrôles, à terme. Comme décrit 

dans la partie matériel et méthode, cette expérimentation a été réalisée sur les explants 

villositaires après 6 jours de changement quotidien de milieu puis ayant été exposés à 

[0.5g/L] ou [2g/L] d’alcool en comparaison avec un milieu SVF (contrôle) pendant 24h ou 

48h.  

La Figure 45 présente quatre villosités provenant de deux placentas différents et 

représentative des deux sous-groupes « contrôles » et « alcool » (n=4 placentas étudiés 

pour chaque groupe). Deux villosités proviennent d’un placenta issu d’une femme ayant 

consommé de l’alcool au cours de la grossesse et deux villosités sont des contrôles 

provenant de placentas de femmes n’ayant pas consommé d’alcool pendant leur 

grossesse. Les deux images du haut représente les villosités ayant été incubées 48h dans 

du SVF après les 6 jours de changement de milieu ; les deux images du bas représentent 

les villosités ayant été exposées 48h à 2g/L d’éthanol in vitro. Les flèches blanches 
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indiquent une localisation de cd146, notamment et principalement au niveau des 

vaisseaux villositaires. Le logiciel nous a permis de retrouver l’expression de CD146 dans 

le trophoblaste humain. En revanche, le design de notre expérimentation ne nous a pas 

permis de faire une analyse quantitative de fluorescence plus poussée de l’expression de 

CD146 entre les placentas « contrôles » et les placentas « alcool ».   

Une analyse de l’expression transcriptionnelle et traductionnelle a été réalisée également 

(Figure 46). L’analyse transcriptionnelle a été réalisée sur villosités (n=4) (résultats non 

montrés (NS)) et sur des cultures de trophoblastes isolés issus de placentas contrôles 

Figure 45- Study of expression of CD146 in trophoblast tissue. Villous explant of n=4 placenta “control” and n=4 placenta 
“alcohol” have been incubated in SVF for 6 day and then 3 treatment were assessed for 24h or 48h with SVF medium 
(control), SVF medium + [0.5g/L] ethanol or SVF medium+ [2g/L] ethanol. At the end of treatment, villi are fixed with 
PFA (like its described in material & methods), cut in 10µM slice and incubated with CD146 (red), DAPI (blue) (nucleus) 
and CK7 (green) (membrane and structure of villi) antibody. After fluorescent secondary antibody incubation and 
mounting of microscopy slides, villi have been watched on Leica confocal microscopy (x40 with oil). Here, the picture 
represents villi exposed or not to in vivo alcoholand sur-exposed to alcohol for 48h compared to SVF. Arrows have been 
placed at some interesting locations of CD146 label.  
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ayant été exposés à l’alcool in vitro (n=6) (Figure 46 (A)). L’alcool in vitro n’a pas d’effet 

significatif sur l’expression transcriptionnelle de CD146.  

L’analyse protéique a été réalisée sur des villosités (n=5) issus des quatre groupes 

« contrôles » terme (C), « alcool » terme (AL), « 1er trimestre précoce » (EA) et « 1er 

trimestre tardif » (LA) dans le cadre du protéome réalisé par la plateforme 3P5 

PROTEOM’IC de Cochin (comme décrit dans la partie matériel et méthodes). L’expression 

protéique des villosités issues de placentas du premier trimestre est significativement 

basse par rapport aux villosités issues de placentas « contrôles » à terme (Figure 46 (B)). 

L’expression protéique de CD146 est donc évolutive au cours de la grossesse et augmente 

avec le temps. L’expression protéique de CD146 n’est pas significativement diminuée par 

l’alcool in vivo malgré la tendance observée. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

➔ Malgré le fait qu’il soit retrouvé dans le trophoblaste humain, le CD146 ne semble pas 

être le biomarqueur prépondérant de la prise d’alcool in vivo chez la femme.  

➔ L’angiogenèse placentaire restant tout de même être au centre de l’axe placenta-

cerveau, nous avons étudié différents acteurs des voies pro et anti-angiogéniques.  

A B 

Figure 46- Effect of in vivo alcohol on CD146 expression and evolutionary cartography. A) Graphical representation of mRNA 
expression of in vitro  alcohol effect on CD146. Primary VCT’s cells (from placenta  : Control n=6) are incubated with SVF 
and exposed or not at [0.5g/L] or [2g/L] EtOH for 24h-48h or 72h. Statistical analyses are made by one way ANOVA- P-value> 
0.05; P-value ≤ 0.05 (*); P-value ≤ 0.01 (**); P-value ≤ 0.001 (***); P-value ≤ 0.0001 (****). B) Graphical representation of 
protein expression of CD146. Proteomic analysis of Alcohol Villi (n=5), Late abortion villi (n=5) and Early abortion (n=5)  in 
comparison to Control villi (n=5) were made by 3P5 proteom’IC platform at cochin hospital. Analysis of relative expression/ 
fold change and statistical analysis were made by Maxquant®, Excel® and Ingenuity® and Graphpad prism software. 
Relative protein expression of CD146 is expressed in fold change normalized on control. Statistical analyses are made by 
Student test- P-value> 0.05; P-value ≤ 0.05 (*); P-value ≤ 0.01 (**); P-value ≤ 0.001 (***); P-value ≤ 0.0001 (****);   : Control 
n=5;  : Alcohol n=5;  : Later abortion n=5; : Early abortion n=5 
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c) Impact de l’alcool in vivo et in vitro sur différents acteurs de l’angiogenèse 

placentaire  

En reprenant les données de la littérature avec l’ensemble des résultats obtenus, il a été 

possible de proposer un schéma regroupant les différentes voies conduisant à la 

régulation de l’angiogenèse et avec des candidats potentiels pouvant être impactés par 

l’alcool (Figure 47). 

 

En lien avec l’équipe du Dr Gonzalez, nous avons recherché plusieurs de ces molécules 

candidates potentielles Certains acteurs semblent jouer un rôle majeur de l’angiogenèse : 

c’est le cas de CD44, ADAM10 et PTEN. 

 

Figure 47- Synthesis of placental angiogenesis pathway in physiological way. CD44 is capable to complex with ADAM10 
and bind to VEGF Receptor. This action enhances the activation PI3K/ AKT and mTOR pathway. Some regulators are 
implicated in this way like RTK receptor (which can be activated by IL6 and CD44 too) which is an activator of PI3K/AKT 
pathway; or PTEN which is an inhibitor of PI3K/AKT pathway. Another way represented on left side is the hCG/LH 
pathway; hCG can bind on his receptor and activate two ways: First is the activation of complex PLC/Gq-protein (an 
activator of PI3K/AKT); the second way is the activation by Gs protein of the AMPc/PKA pathway, which is a positive 
regulator of GCM1 (necessary to ST fusion). GCM1 is translocated in the nucleus and bind to GBS 1 (which harbors an AP2-
binding site). This action activates the expression of hCGβ which is released out and have positive feedback on hCG 
production. 
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➢ Impact de l’alcool in vivo sur l’expression de ADAM10 et cartographie 

évolutive 

ADAM10 est une métalloprotéase pro-angiogénique. Son expression transcriptionnelle et 

traductionnelle a été étudiée sur n=5 villosités issus de placentas « alcool », n=5 villosités 

de placentas « 1er trimestre précoce » et « 1er trimestre tardif » en comparaison avec n=5 

villosités « contrôles ».  

 

L’expression transcriptionnelle de ADAM10 a été étudiée par qPCR ; celle-ci est 

significativement altérée par l’exposition à l’alcool in vivo (Figure 48 (A)). L’expression 

relative des ARN messagers d’ADAM10 a été significativement diminuée dans les 

villosités « alcool » en comparaison avec des villosités « contrôles ». De manière 

intéressante, les niveaux d’expression d’ADAM10 par les villosités « alcool » est semblable 

aux niveaux retrouvés dans des villosités issues de placentas du premier trimestre.  

Par ailleurs, une analyse protéomique a également été réalisée comme décrit 

précédemment sur des villosités issues de femmes ayant consommé de l’alcool au cours 

A B

Figure 48- Effect of in vivo alcohol on ADAM10 expression and evolutionary cartography. A) Graphical representation of 
mRNA expression of ADAM10 in villi. 4 types of villi are analysed: C= term control; AL= In vivo alcohol Term; LA= Late 
abortion (without alcohol); EA = Early abortion (without alcohol).  Relative mRNA expressions are obtained by qPCR 
analysis (Qiagen RT2 profiler custom plate) and are expressed in fold change normalized on control. Statistical analyses 
are made with Graphpad prism, by t-test with consistent SD- P-value> 0.05; P-value ≤ 0.05 (*); P-value ≤ 0.01 (**); P-value 
≤ 0.001 (***); P-value ≤ 0.0001 (****). B) Graphical representation of protein expression of ADAM10. Proteomic analysis of 
Alcohol Villi (n=5), Late abortion villi (n=5) and Early abortion (n=5)  in comparison to Control villi (n=5) were made by 
3P5 proteom’IC platform at cochin hospital. Analysis of relative expression/ fold change and statistical analysis were made 
by Maxquant®, Excel® and Ingenuity® and Graphpad prism software. Relative protein expression of ADAM10 is expressed 
in fold change normalized on control. Statistical analyses are made by Student test- P-value> 0.05; P-value ≤ 0.05 (*); P-
value ≤ 0.01 (**); P-value ≤ 0.001 (***);   : Control n=5;  : Alcohol n=5;  : Later abortion n=5; : Early abortion 
n=5 . 
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de leur grossesse (n=5) à terme, des villosités issus de placentas du 1er trimestre 

« précoce » (n=5) ou « tardif » (n=5=) en comparaison avec des villosités issues de 

femmes « contrôles » à terme (n=5). De nouveau, l’expression relative de ADAM10 montre 

une tendance à la diminution dans les villosités exposées à l’alcool (Figure 48 (B)) ; 

néanmoins cette diminution n’est pas significative (FC =-1.35 ; p-value= 9.09E-02). De 

manière étonnante, l’expression protéique d’ADAM10 dans les villosités de 1er trimestre 

est surexprimée par rapport aux « contrôles ».  

➔ L’expression d’ADAM10 est altérée par l’exposition à l’alcool in vivo dans les villosités.  

➔ L’alcool diminue significativement l’expression transcriptionnelle de ADAM10.  

 

➢ Impact de l’alcool in vivo sur l’expression CD44 et cartographie évolutive 

 

CD44 est une glycoprotéine pro-angiogénique qui régule également l’invasion cellulaire.  

 

Figure 49- Effect of in vivo alcohol on CD44 expression and evolutionary cartography. Graphical representation of protein 
expression of CD44. Proteomic analysis of Alcohol Villi (n=5), Late abortion villi (n=5) and Early abortion (n=5) in comparison 
to Control villi (n=5) were made by 3P5 proteom’IC platform at cochin hospital. Analysis of relative expression/ fold change 
and statistical analysis were made by Maxquant®, Excel® and Ingenuity® and Graphpad prism software. Relative protein 
expression of CD44 is expressed in fold change normalized on control. Statistical analyses are made by Student test- P-value> 
0.05; P-value ≤ 0.05 (*); P-value ≤ 0.01 (**);   : Control n=5;  : Alcohol n=5;  : Later abortion n=5; : Early abortion 
n=5 . 
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L’expression protéique de CD44 a été étudiée sur n=5 villosités issus de placentas 

« alcool », n=5 villosités de placentas « 1er trimestre précoce » et « 1er trimestre tardif » en 

comparaison avec n=5 villosités « contrôles » (Figure 49).  

L’analyse du protéome a permis de démontrer l’altération de CD44 par l’alcool in vivo. 

L’expression relative protéique de CD44 a été diminuée significativement dans les 

villosités exposées à l’alcool (FC =-1.75 ; p-value= 9.0E-03). De manière intéressante, là 

encore, les villosités issues de placenta du 1er trimestre présentent des niveaux bas 

d’expression protéique de CD44, semblables à ceux obtenus par l’exposition à l’alcool (à 

noter que les villosités issues du 1er trimestre précoce présente un Fold change significatif 

(FC= -2.32) mais une p-value> 0.05 et ne sont donc pas considérés comme significatif).  

 

➢ Impact de l’alcool sur PTEN et cartographie évolutive  

PTEN est une protéine régulatrice de l’angiogenèse. Notamment elle régule la voie de 

signalisation PI3K/AKT en l’inhibant. Son expression transcriptionnelle et 

traductionnelle a été étudiée sur les cultures primaires de CTV (n=6 contrôles et n=6 

alcools) et sur n=5 villosités issus de placentas « alcool », n=5 villosités de placentas « 1er 

trimestre précoce » et « 1er trimestre tardif » en comparaison avec n=5 villosités 

« contrôles ». 

L’expression transcriptionnelle de PTEN a été étudiée par qPCR ; Deux modèles ont 

permis de l’étudier : les villosités choriales issues des quatre groupes (précédemment 

décrits) (Figure 50 (A)) et trophoblastes issus de culture primaire de CTV provenant de 

n=6 placentas « alcool » en comparaison à n=6 placentas « contrôles » (Figure 50 (B)). 

L’expression relative des ARN messagers de PTEN a été significativement diminuée dans 

les villosités « alcool » en comparaison avec des villosités « contrôles ». (Figure 50 (A). 

Cette diminution ne s’observe pas significativement sur les cellules primaires 

trophoblastiques. En revanche, l’ajout d’une dose de 0,5g/L d’alcool in vitro en 

surexposition pendant 48h ou l’ajout d’une dose de 2g/L d’alcool in vitro en surexposition 

pendant 72h, diminue significativement l’expression relative de la transcription de PTEN 

par rapport aux cellules « contrôles » dans les mêmes conditions de culture et d’exposition 

in vitro  ([0.5g/L) EtOH 48h et [2g/L] EtOH 72h) (Figure 50 (B)). De manière intéressante, 

pour PTEN également, les niveaux de son expression transcriptionnelle des villosités 
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« alcool » est semblable aux niveaux retrouvés dans des villosités issues de placentas du 

premier trimestre.  

L’analyse traductionnelle (protéome) a également été réalisée comme décrit 

précédemment sur n=5 villosités des quatre groupes. Seul un sur cinq des placentas 

« alcool » (AL1) exprime la protéine en comparaison avec trois sur cinq placentas 

contrôles. Le FC représenté sur le graphique (Figure 50 (C)) représente donc l’expression 

protéique d’un seul placenta « alcool » et n’a pas de valeur significative. Également la non-

A

B 

C 

Figure 50- Effect of in vivoalcohol on PTEN expression and evolutionary cartography. A) A) Graphical representation 
of mRNA expression of PTEN in villi. 4 types of villi are analysed: C= term control; AL= Alcohol in vivoTerm; LA= Late 
abortion (without alcohol); EA = Early abortion (without alcohol).  Relative mRNA expressions are obtained by qPCR 
analysis (Qiagen RT2 profiler custom plate) and are expressed in fold change normalized on control. Statistical analyses 
are made with Graphpad prism, by t-test with consistent SD- P-value> 0.05; P-value ≤ 0.05 (*); P-value ≤ 0.01 (**); P-
value ≤ 0.001 (***); P-value ≤ 0.0001 (****). B) Graphical representation of mRNA expression of PTEN in cells from VCT 
primary culture. Cells from control placenta (  : Control n=6 and  : Alcohol n=6) are incubated with SVF with or 
without [0.5g/l] or [2g/L] EtOH for 24h-48h or 72h.  Relative mRNA expressions are obtained by qPCR analysis (Qiagen 
RT2 profiler custom plate) and are expressed in fold change normalized on control. Statistical analyses are made with 
Graphpad prism, by multiple t-test with consistent SD- P-value> 0.05; P-value ≤ 0.05 (*); P-value ≤ 0.01 (**); P-value ≤ 
0.001 (***); P-value ≤ 0.0001 (****). C) Graphical representation of protein expression of GCM1. Proteomic analysis of 
Alcohol Villi (n=5), Late abortion villi (n=5) and Early abortion (n=5) in comparison to Control villi (n=5) were made 
by 3P5 proteom’IC platform at cochin hospital. Analysis of relative expression/ fold change and statistical analysis were 
made by Maxquant®, Excel® and Ingenuity® and Graphpad prism software. Relative protein expression of GCM1 is 
expressed in fold change normalized on control. Statistical analyses are made by Student test- P-value> 0.05; P-value ≤ 
0.05 (*); P-value ≤ 0.01 (**); P-value ≤ 0.001 (***); P-value ≤ 0.0001 (****);   : Control n=5;  : Alcohol n=5;  : 
Later abortion n=5; : Early abortion n=5 . 

 

N= 3/5 N= 1/5 
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expression de PTEN par quatre sur cinq des placentas ne peut pas être considérée de 

manière statistique du fait que seuls trois sur cinq des placentas « contrôles » expriment 

la protéine.  

➔ L’ensemble de ces résultats montre une altération importante de la voie de 

signalisation de l’angiogenèse par l’alcool in vivo.  

➔ Du fait de l’augmentation très significative de l’hCG par l’alcool in vivo, une deuxième 

voie de l’angiogenèse impliquant le récepteur de l’hCG a été étudié. Un acteur majeur 

de cette voie, GCM1 est exprimé dans le trophoblaste et impliqué directement dans le 

contrôle de la syncitialisation des CTV en ST.  

 

➢ Impact de l’alcool sur l’expression de GCM1 et cartographie évolutive  

 

A B

Figure 51- Effect of in vivoalcohol on GCM1 expression and evolutionary cartography. A) Graphical representation of mRNA expression 
of GCM1 in control cells. Cells from control placenta (  : Control n=6) are incubated with SVF with or without [0.5g/l] or [2g/L] EtOH 
for 24h-48h or 72h.  Relative mRNA expressions are obtained by qPCR analysis (Qiagen RT2 profiler custom plate) and are expressed in 
fold change normalized on control. Statistical analyses are made with Graphpad prism, by multiple t-test with consistent SD- P-value> 
0.05; P-value ≤ 0.05 (*); P-value ≤ 0.01 (**); P-value ≤ 0.001 (***); P-value ≤ 0.0001 (****). B) Graphical representation of protein 
expression of GCM1. Proteomic analysis of Alcohol Villi (n=5), Late abortion villi (n=5) and Early abortion (n=5)  in comparison to Control 
villi (n=5) were made by 3P5 proteom’IC platform at cochin hospital. Analysis of relative expression/ fold change and statistical analysis 
were made by Maxquant®, Excel® and Ingenuity® and Graphpad prism software. Relative protein expression of GCM1 is expressed in 
fold change normalized on control. Statistical analyses are made by Student test- P-value> 0.05; P-value ≤ 0.05 (*); P-value ≤ 0.01 (**);  

 : Control n=5;  : Alcohol n=5;  : Later abortion n=5; : Early abortion n=5 . 

** 
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L’expression transcriptionnelle et traductionnelle de GCM1 a été étudiée sur les cultures 

primaires de CTVs (n=6 contrôles) et sur n=6 villosités issus des quatre groupes 

précédemment étudiés.  

L’expression transcriptionnelle de GCM1 a été étudiée par qPCR à partir de trophoblastes 

issus de culture primaire de CTV « contrôles » exposés à l’alcool in vitro. Malgré une 

tendance observée sur le graphique, l’expression relative des ARN messagers de GCM1 

n’est pas significativement modifiée pour les cellules exposées à l’alcool in vitro par 

rapport aux cellules « contrôles » (Figure 51 (A)) 

L’analyse traductionnelle (protéome) a également été réalisée comme décrit 

précédemment sur n=5 villosités des quatre groupes. L’expression protéique de GCM1 est 

très significativement augmentée dans les villosités exposées à l’alcool in vivo en 

comparaison aux villosités « contrôles ». Les niveaux d’expression protéique ne changent 

pas au cours de la grossesse.  

➔ La voie de signalisation de l’hCG impliquant son récepteur et GCM1 est 

significativement up-régulée par l’alcool in vivo, allant dans le sens de l’augmentation 

très significative de la sécrétion d’hCG par les cellules et explants issus de femmes 

ayant consommé de l’alcool au cours de leur grossesse.  

 

B. Implication de l’alcool in vivo dans les voies de signalisation de l’apoptose 

cellulaire, senescence et prolifération non contrôlée (implication dans les cancers)  

Comme cela a été évoqué en début de la partie, l’analyse du protéome des quatre groupes 

de villosités (AL, C, EA, LA) et l’analyse du secrétome du compartiment fœtal des placentas 

contrôles perfusés à l’alcool du côté maternel à une concentration [2g/L] pendant 2h 

(décrit dans la partie matériel et méthodes) nous ont conduit à analyser l’impact de 

l’alcool sur les voies de signalisation de l’apoptose et la senescence. Ces deux voies, 

lorsqu’elles ne sont plus contrôlées peuvent conduire à une prolifération cellulaire 

anarchique et augmenter les risques d’atteintes cancéreuses.  

Au regard des résultats sur la voie de signalisation mTOR et celle des MAPK, le premier 

marqueur de senescence étudié a donc été celui des ROS (espèces réactive à l’oxygène). 



269 
 

➢ Impact de l’alcool sur la signalisation des ROS  

Les espèces réactives à l’oxygène sont bien étudiées dans la littérature puisque leur 

dérégulation est directement liée à de nombreuses pathologies. De ce fait, l’équilibre de 

cette voie est primordial à la survie de l’organisme.  Comme cela a été décrit dans les 

parties précédentes de ce manuscrit, le logiciel Ingenuity™ nous permet, via sa banque de 

données internes « diseases and functions », de croiser les résultats en protéines 

différentielles obtenues lors de nos analyses avec les fonctions et pathologies connues du 

logiciel.  

La signalisation du métabolisme des ROS a donc été croisée avec nos données de 

protéomique (n=5 villosités « alcool » comparées avec n=5 villosités « contrôle ») et 

montre une dérégulation significative du métabolisme des ROS par l’alcool in vivo (p-

value= 1.74E-03 mais z-score NS (-0.449)) (Figure 52). 24 protéines impliquées dans le 

métabolisme des ROS sont impactées significativement par l’alcool in vivo. De fait, 

l’expression protéique relative de ALOX5, STAT5A, PEGAM5, HTT, HCK est 

significativement augmentée dans les villosités « alcool » en comparaison avec les 

placentas « contrôles ». L’expression protéique relative de APOA4, BAK1, CD44, CRƳAB, 

DCN, FAS, FBP1, FTH1, IRF6, ITGAM, LGALS3, NOL3, PON2, RAB27A, RBP4, SERPINF1, 

SLC9A3R1, TF, APOA1 est significativement diminuée dans les villosités « alcool » en 

comparaison avec les villosités « contrôles ».  

Ces protéines sont impliquées également dans la survie cellulaire et les fonctions de 

prolifération. Notamment 17 de ces protéines sont impliquées dans la signalisation de 

cancer (dont 10 sont impliquées directement dans la signalisation du cancer du sein). 

Trois protéines sont impliquées dans la prédiction de cancer colorectal.  
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➢ Impact de l’alcool in vitro sur le modèle de perfusion  

 

Afin de voir quelles protéines étaient retrouvées du côté fœtal sous l’effet de l’alcool nous 

avons perfusé des placentas de patientes « contrôles » avec une solution de maternelle 

supplémentée en alcool à une concentration de [2g/L] pour n=5 placentas (P6 à P10 = 

Figure 52- Effect of in vivoalcohol on metabolism of reactive oxygen species. Analysis on proteome of Alcohol Villi (n=5) in 
comparison to Control villi (n=5) were made by 3P5 proteom’IC platform at cochin hospital. Analysis of relative expression/ 
fold change/ z-score and statistical analysis were made by Maxquant®, Excel® and Ingenuity® software. Schematic 
representation of effect of in vivoalcohol on metabolism of reactive oxygen species Ingenuity display network. All legends are 
described on link: https://qiagen.secure.force.com/KnowledgeBase/articles/Basic_Technical_Q_A/Legend.  Graphical 
representation of in vivoalcohol effect on 24 proteins implicated in metabolism of ROS. Relative protein expressions of APOA4, 
BAK1, CD44, CRƳAB, DCN, FAS, FBP1, FTH1, HCK, HTT, IRF6,ITGAM, LGALS3, NOL3, PGAM5, PON2, RAB27A, RBP4, SERPINF1, 
SLC9A3R1, STAT5, TF, ALOX5, APOA1  are expressed in fold change normalized on control. Statistical analyses are made by 
Student test- P-value> 0.05; P-value ≤ 0.05 (*); P-value ≤ 0.01 (**);  

https://qiagen.secure.force.com/KnowledgeBase/articles/Basic_Technical_Q_A/Legend
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placentas « alcool in vitro ») en comparaison avec n=5 placentas « contrôles » perfusés par 

une solution physiologique (P1 à P5 = placentas « contrôles sans alcool »).  L’étude du 

secrétome a été réalisé sur le compartiment fœtal perfusé via le compartiment maternel 

à l’alcool in vitro ([2g/L] pendant 2 heures). 

L’analyse du « secrétome » a été réalisé comme décrit dans la partie matériel et méthode, 

par la plateforme Proteom’IC 3P5 de l’hôpital Cochin par chromatographie sur TIMTOF. 

Les résultats de la chromatographie ont été analysés par les logiciels Perseus™ et 

MAXQUANT™ et les statistiques ont été réalisées par un t-test avec une p-value corrigée 

par un test Benjamin Hochberg (FDR à 0.01 sur au moins 75% de valeur valides ; c’est-à-

dire au moins quatre placentas présentaient la protéine pour au moins un des deux 

groupes).  

La présence relative de 9 protéines a été altérée par le passage de l’alcool à travers la 

barrière placentaire (Figure 53). Notamment, la présence de FGB, TPI1, GSTO1, CFL1, 

APEH, PFAS, HBE1, DDT a été retrouvée et est diminuée par le passage transplacentaire 

Figure 53- Impact of in vitro alcohol on placental secretions in perfusion model. Heatmap t-test with FDR (Benjamini 
Hochberg) (statistical test made by MAXQUANT and Perseus software (z-score protein (t-test) and significant FDR 
(Benjamin Hochberg))). Placenta from control patient were perfused during 2h with:  

- for control placenta (P1->P5): physiological solution (EARL’s solution) + Antipyrine, 
- for alcohol perfused placenta (P6->P10): physiological solution (EARL’s solution) + Antipyrine + [2g/L] of EtOH   

Foetal eluates were collected and concentred 10x by Placentech plateform from Prem’up fundation and protein’s secretome 
were performed by an external platerform (3P5 proteom’IC platform at cochin hospital). 9 Secreted placental proteins were 
significantly altered by 2h of alcohol perfusion.  
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de l’alcool in vitro (avec des valeurs de FC comprises entre -2,857 et -1.04377 et une p-

value corrigée comprise entre 7.86E-06 et 9.61E-04). Fait intéressant, la dérégulation de 

ces certaines de ces protéines est impliquée dans la signalisation des cancers colorectaux 

et des cancers du sein dans la littérature.  

 

➔ L’ensemble de ces résultats nous pousse à nous poser la question de l’implication 

de l’alcool in vivo sur la signalisation des cancers. 

 

➢ Alcool in vivo et activation des voies cancéreuses 

En croisant les données obtenues en analyses protéomiques (n=5 villosités « alcool » en 

comparaison avec n=5 villosités « contrôles ») avec les banques de données « diseases and 

funtions » du logiciel Ingenuity™, nous avons pu observer l’implication de l’alcool in vivo 

dans la signalisation de diverses pathologies.  

Par analyses du nombre de protéines impliquées dans la pathologie, le z-score et la p-

value de chacune des voies de la pathologie, le logiciel Ingenuity™ détermine que la 

pathologie la plus touchée de sa banque de données est celle des cancers avec 252 

protéines dérégulées par l’alcool in vivo, ayant un impact direct sur la signalisation 

cancéreuse au sein des villosités (avec un p-value comprise entre 1.60E-30 et 2.58E-03). 

Parmi le groupe général du cancer regroupant 238 fonctions impliqués dans les cancers, 

8 fonctions ont été significativement prédites comme étant activées par l’alcool in vivo 

(Tableau 21) avec un z-score>2 et 17 fonctions ont été potentiellement activées (z-score> 

1.5 et p-value significative). Parmi les 8 fonctions activées par l’alcoolisation in vivo, il a 

été retrouvé majoritairement les voies de signalisation conduisant à la production de 

tumeurs solides et de carcinome. Ces résultats témoignent d’une dérégulation très 

importante de l’angiogenèse et la prolifération cellulaire.    
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➔ En conclusion de cette troisième partie, l’exposition à l’alcool in vivo impacte 

fortement l’angiogenèse placentaire (par des voies parallèles à celle retrouvées dans 

le modèle murin) 

 

➔ La dérégulation de ces voies induit un risque de processus cancérigène des cellules.  

  

Table 21- Effect of in vivo alcohol on Functions for Cancer. Analysis on proteome of Alcohol Villi (n=5) in comparison to 
Control villi (n=5) were made by 3P5 proteom’IC platform at cochin hospital. Analysis of relative expression/ fold change/ 
z-score and statistical analysis were made by Maxquant®, Excel® and Ingenuity® software. Analyse of the impact of alcohol 
on Endocrine System Disorders. 181 molecular implicated in cancer functions are affected significatively by in vivo alcohol 
(p-value<0.05. Fisher test); 8 Diseases and Functions pathway are Activated by alcohol with p- value<0.05 (fisher test) and 
z-score> 2 (student test) 
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Malgré la tératogénicité de l’alcool, de plus en plus de femmes consomment de l’alcool de 

manière involontaire, de manière « festive », en dose unique ou encore de manière 

sporadique au cours de leur grossesse. Ces consommations entrainent un risque élevé de 

retards mentaux et neurocomportementaux chez les enfants à naître. Dans les cas les plus 

sévères, la conséquence est un syndrome d’alcoolisme fœtal (SAF) ; dans les cas 

d’expositions « occasionnelles » à l’alcool, il n’y a pas d’anomalie morphologique, 

néanmoins des défauts neuronaux, plus ou moins sévères, peuvent être observés et 

l’ensemble des atteintes neurologiques sont regroupées dans les Troubles Causés par 

l’Alcoolisme Fœtal (TCAF). Du fait de l’absence d’anomalies mesurables par un test direct 

à la naissance, le dépistage des TCAF est souvent tardif et difficile entrainant une prise en 

charge médico-sociale retardée de l’enfant. Puisqu’un enfant sur 100 nait en France avec 

un TCAF, l’identification de biomarqueurs devient une nécessité pour répondre à ce 

problème majeur de santé publique. Depuis une dizaine d’années, la recherche admet de 

plus en plus de rôles au placenta, longtemps considéré comme un simple filtre entre la 

mère et le fœtus. Cependant, alors que l’alcool atteint la circulation fœtale en passant par 

le placenta, très peu d’études se sont intéressées à l’impact réel de l’alcool sur cet organe 

aux multiples fonctions. De nombreuses études démontrent le rôle primordial du placenta 

dans le bon déroulement de la grossesse et quelques publications prouvent son rôle direct 

dans la mise en place du cerveau fœtal (Lecuyer et al. 2017, Rosenfeld et al. 2020). 

L’implication du placenta dans les mécanismes de toxicité de l’alcoolisation in utero, et sa 

facilité de récupération post accouchement, le place en première ligne dans la recherche 

de biomarqueurs d’alcoolisation prénatale. A cet égard, la question de la recherche de 

biomarqueurs d’atteinte placentaire devient, à son tour, pertinente.  

Les objectifs de ce projet ont été de : 

- Caractériser l’impact de l’alcool sur les fonctionnalités du placenta humain en 

décrivant le Syndrome d’Alcoolisation Placentaire (SAP), 

- Comprendre les mécanismes sous-jacents à la neuro-placentologie, définie comme 

le rôle incontournable du placenta dans le développement cérébral du fœtus, et 

caractériser l’effet de l’alcool sur cet axe placenta-cerveau. 

- Caractériser des biomarqueurs d’alcoolisation au cours de la grossesse et 

potentiellement comprendre comment ces altérations peuvent atteindre 

directement le développement du fœtus. 
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Cette discussion reprend les résultats en répondant au mieux à ces objectifs et en y 

apportant une analyse de la littérature ainsi que des perspectives d’études. 

Avant tout, il est important de faire un point sur nos modèles expérimentaux et les 

conditions d’expérimentation choisies. Notre choix d’expérimentation in vitro a été une 

dose d’alcool, non répétée en cours de culture ou de l’incubation des explants, avec une 

dose correspondant à des expositions retrouvées in vivo dans le sang maternel. Les 

trophoblastes ou les villosités (issus de placentas « alcool » ou « contrôle ») ont été 

exposés à une dose unique d’alcool de 0.5g/L ou de 2g/L dans le milieu de culture pour 

un temps d’incubation de 24h à 72h. 

Dans la littérature, il est décrit que l’alcool et son métabolite, l’acétaldéhyde, atteignent et 

traversent aisément le placenta. La concentration d’alcool dans le sang fœtal atteint celle 

de la mère 1 à 2h après l’absorption de l’alcool (Idanpaan-Heikkila et al. 1972). Très tôt 

également, les chercheurs ont démontré la capacité de l’acétaldéhyde maternel à 

traverser le placenta pour se retrouver dans la circulation fœtale (Espinet and Argiles. 

1984) ; cependant, alors que la concentration d’alcool maternelle est égale à la 

concentration fœtale, la concentration d’acétaldéhyde est plus faible chez le fœtus. De 

plus, plusieurs études ont prouvé que le placenta et le fœtus avaient chacun une très faible 

capacité de métabolisation de l’alcool du fait de la très faible quantité d’ADH placentaire 

et de l’immaturité du foie fœtal (Pikkarainen and Rahia. 1967, Pikkarainen 1971, Sanchis 

and Guerri. 1986). Afin de déterminer les effets de l’alcool et de l’acétaldéhyde sur le 

placenta humain, nous avons regardé les effets de l’un et l’autre in vitro sur un modèle de 

trophoblastes en culture. Pour des trophoblastes exposés uniquement à l’alcool in vitro, 

seuls quelques effets ont été observés et la plupart n’étaient pas significatifs. Le choix des 

doses peut être une explication par rapport à nos conditions de culture. Effectivement, si 

l’on s’intéresse aux résultats de l’exposition des trophoblastes à l’alcool in vitro dans la 

littérature, il est remarquable de noter que les doses d’alcool sont bien plus fortes et 

surtout en doses répétées sur les temps d’incubation. Pour exemple, nous pouvons citer 

l’étude de Karl et al. en 1993 avec une exposition des trophoblastes en culture, répétée 

chaque jour, pendant 4 jours à une dose élevée de 7g/L d’alcool, ou encore l’étude de 

Kalisch-Smith et al. en 2016 avec une exposition renouvelée tous les deux jours des 

trophoblastes murins à un milieu de culture supplémenté avec 2g/L ou 10g/L d’EtOH 

pendant 6 jours engendrant une toxicité directe avec une diminution de la survie 
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cellulaire. Ces différences de traitement pourraient expliquer, en partie, le peu d’effets 

obtenus avec l’exposition à l’alcool in vitro uniquement, dans nos modèles de culture de 

trophoblastes et d’explants villositaires.  

Concernant l’acétaldéhyde, nous avons regardé l’effet de différentes doses (faible [0.5µM] 

à très forte ([50µM] d’acétaldéhyde) sur le modèle de cultures de trophoblastes. 

L’acétaldéhyde, quelle que soit la dose, n’a pas d’effet sur le trophoblaste in vitro.  

De manière globale, alors que très peu d’effets significatifs ont été détectés par 

l’exposition à l’alcool in vitro, les effets de l’alcool in vivo ont été majeurs dans notre étude. 

Nous nous sommes alors posé la question des raisons d’une détection de ces effets avec 

une consommation in vivo par rapport à l’absence d’effets in vitro. Cela était d’autant plus 

surprenant que le contexte de chaque femme ayant consommé de l’alcool est forcément 

différent. Evidemment, il faut considérer la femme enceinte dans un « environnement 

complexe » où une multitude de facteurs peuvent interférer avec la consommation 

d’alcool. Parmi les critères à prendre en compte en termes d’effets in vivo, il est 

indispensable de considérer la « fenêtre » de consommation de l’alcool, ayant des 

conséquences différentes sur les périodes de développement. Une consommation 

excessive sur les premiers jours après la fécondation induit la loi du tout ou rien. Trop tôt, 

au moment de l’implantation, la toxicité de l’alcool peut causer la mort de l’embryon et 

être responsable de fausses couches (Sundermann et al. 2019). De la même manière, il est 

bien connu que l’alcool a des effets majeurs sur la période embryonnaire avec une 

sensibilité maximale de l’embryon aux effets tératogènes. Quoi qu’il en soit, les molécules 

même les plus tératogènes avec une exposition la plus dangereuse ne provoquent jamais 

100% de malformations. De fait, comment s’assurer des effets de ces molécules, en dehors 

de la tératogénicité ? 

La question de l’impact de l’alcool dans le temps, bien qu’étudiée dans les modèles 

animaux, pose un problème éthique chez l’humain. De fait, la mise au point d’un modèle 

de trophoblastes humains à différents termes en culture 3D (organoïdes) avec une 

exposition à l’alcool in vitro en dose répétée (dans un environnement contrôlé) pourrait 

permettre de vérifier les voies de signalisation de l’alcool pour observer comment se 

déroulent les altérations d’un point de vue chronologique. Ces analyses permettraient de 

décrypter l’effet dose, l’effet temps et d’appréhender les effets de l’alcool observés in vivo.  
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Au regard des résultats obtenus avec l’exposition in vitro seule (alcool ou acétaldéhyde), 

nous avons privilégié de focaliser la discussion des résultats sur les effets d’une 

consommation d’alcool in vivo (sans connaissance réelle de la consommation d’alcool et 

du pourcentage d’éthanol ou d’acétaldéhyde réellement en contact avec le placenta). De 

manière très surprenante, tous les prélèvements exposés à l’alcool in vivo, bien qu’ayant 

été exposés très différemment (consommation très différente entre les femmes) 

présentaient tous des effets significatifs de l’alcool. Alors même que certaines avaient 

consommé de l’alcool précocement et avaient cessé de consommer rapidement au début 

de la grossesse, les résultats ne différaient pas significativement entre les prélèvements 

issus des différents types de consommation. De manière encore plus étonnante, les 

prélèvements ayant été déjà exposés à l’alcool in vivo avaient parfois une réponse à l’alcool 

in vitro témoignant d’une synergie dans la réexposition à l’alcool. Ces résultats ont été 

observés quel que soit le délai entre l’exposition in vivo et l’exposition des trophoblastes 

in vitro, obtenus après accouchement (nous reviendrons sur ces effets potentialisés plus 

tard dans la discussion). Ainsi, la discussion a été basée sur les effets de la consommation 

d’alcool in vivo des femmes au cours de leur grossesse en comparaison avec des femmes 

n’ayant rien consommé d’après leur déclaration. Seuls les effets de l’exposition à l’alcool 

in vitro ont été discutés, majoritairement dans le cadre d’une surexposition des 

prélèvements déjà exposés in vivo.  
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Dans un premier temps, cette étude a permis d’identifier l’impact fonctionnel de l’alcool 

in vivo sur le placenta et ainsi de caractériser le Syndrome d’Alcoolisme Placentaire (SAP). 

De nombreuses fonctions placentaires essentielles au bon développement du fœtus ont 

été altérées significativement par l’alcool in vivo, notamment les fonctions endocrines, 

métaboliques et de transport. 

La fonction endocrine est primordiale pour le maintien de la grossesse et la croissance 

fœtale. Nous avons noté que la sécrétion de l’hCG, communément appelée « l’hormone de 

grossesse » est fortement augmentée par la consommation d’alcool dans nos modèles de 

trophoblastes en culture et d’explants villositaires. C’est la première molécule secrétée 

par le blastocyste lors de son implantation. Son importance tout au long de la grossesse a 

été largement étudiée et sa dérégulation est attribuée à différents facteurs exogènes et à 

certaines pathologies de grossesse. L’hCG possède plusieurs glycoformes et les altérations 

des niveaux de taux circulants sont retrouvés dans des complications de grossesse comme 

la prééclampsie (Sirikunalai et al. 2015) mais aussi les fausses couches et les anomalies 

chromosomiques fœtales (Wald et al. 2000, Paulomaki et al. 2007, Sirikunalai et al. 2015). 

Dans une revue de 2015, Stevens et al ont pu recenser les preuves du rôle de 

l’augmentation pathologique du taux circulant d’hCGβ dans le diagnostic et la prévention 

des pathologies trophoblastiques gestationnelles (regroupant les tumeurs bégnines et 

maligne de la grossesse) (Stevens et al. 2015). Produite majoritairement par le syncytium, 

l’augmentation très significative de la sécrétion d’hCG observée par l’exposition à l’alcool 

in vivo n’est pourtant pas en corrélation avec une augmentation de la fusion des 

cytotrophoblastes en syncytiotrophoblastes. A l’inverse même, l’exposition à l’alcool in 

vivo diminue très significativement la fusion in vitro des CTV en ST en culture primaire. 

Dans la temporalité, nous avons observé une diminution significative de la fusion dès 24h 

de culture alors que l’augmentation de l’hCG n’est significative qu’à partir de 48h. Cette 

étonnante découverte donne lieu à plusieurs hypothèses qui peuvent converger vers une 

même explication.  

La première hypothèse est celle de l’activation de la signalisation de GCM1, facteur de 

transcription impliqué dans le processus de fusion des cytotrophoblastes, par la fixation 

de l’hCG à son récepteur LHCGR (Cheong et al. 2016). En effet, ce facteur de transcription 

est connu pour contrôler la transcription de la syncytine 2 (Liang et al, 2010). L’analyse 

du protéome a montré une augmentation très nette de l’expression de GCM1 dans les 
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placentas « Alcool ». Ce résultat reste à être confirmé par Western Blot. Par ailleurs, GCM1, 

en étant activé, va être transloqué au noyau et produire à son tour de l’hCGβ et hCGα allant 

ainsi avoir un rétrocontrôle positif sur la production d’hCG totale par les CTV (Cheong et 

al. 2016).  

Une deuxième hypothèse, qui peut aisément rejoindre la première est celle de la non-

maturité du trophoblaste exposé à l’alcool si nous le comparons avec un trophoblaste 

« contrôle ». En effet, il est possible que l’exposition précoce à l’alcool du trophoblaste au 

cours de la grossesse l’empêche de se « développer » correctement et d’acquérir le 

phénotype d’un trophoblaste à terme. Cette hypothèse, est tout d’abord soutenue par  

l’analyse en composante principale des profils protéiques des 4 groupes (« contrôle », 

« alcool » termes et 1er trimestre « précoce » et « tardif ») effectuée à l’aveugle, montrant 

que la deuxième répartition la plus significative des protéines regroupe les prélèvements 

issus d’IVG précoces avec ceux issus de placentas à terme exposés à l’alcool in vivo d’un 

côté, et les prélèvements issus de placentas à terme « contrôle » associés aux 

prélèvements issus d’IVG tardive de l’autre. La masse cytotrophoblastique au 1e trimestre 

de grossesse ayant un agencement particulier, il serait intéressant d’aller regarder en 

microscopie électronique des coupes de villosités issues de placentas, exposés à l’alcool 

in vivo, afin de vérifier la structure macroscopique des couches trophoblastiques et 

syncytiales. 

Que ce soit en termes d’analyses du protéome, d’analyses des transcrits de gènes d’intérêt 

ou de la sécrétion de l’hCG, les résultats ont mis en avant la similarité entre les 

prélèvements d’IVG précoces et les prélèvements exposés à l’alcool in vivo. Le lien entre 

ces deux groupes a été mis en évidence tout au long des résultats et concerne tous les 

placentas sans distinction. Cependant il est tout de même important de rappeler que nous 

n’avons pas la notion d’alcoolisation in vivo des prélèvements du 1er trimestre. Bien que 

nous ayons retiré le biais du tabac nous ne pouvons pas affirmer que les prélèvements de 

1er trimestre (que ce soient les IVG précoces ou les IVG tardives) n’ont pas été exposés à 

l’alcool in vivo. Malgré tout, si ce postulat était l’unique raison, les deux groupes issus d’IVG 

de premier trimestre devraient être regroupés avec les placentas à terme exposés à 

l’alcool. Or si l’on regarde le PCA des 4 groupes d’échantillons du protéome, il y a une 

différence significative entre le protéome du 1e trimestre précoce et celui du 1e trimestre 

tardif. Le fait que le logiciel d’analyse regroupe à l’aveugle les prélèvements de 1er 
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trimestre précoces avec les prélèvements « alcool » ne semble donc pas dû uniquement à 

une possible exposition précoce à l’alcool des placentas issus d’IVG. De plus, au vu des 

profils très différents des six prélèvements exposés à l’alcool in vivo, il est intéressant de 

noter que les résultats ne diffèrent pas entre eux. Deux d’entre eux issus de femmes ayant 

consommé de l’alcool de façon précoce et occasionnelle en tout début de grossesse 

montrent le même profil hormonal, génique et protéique, que les trois prélèvements de 

femmes ayant consommé de manière prolongée et plus excessive tout au long de la 

grossesse. Cela suggère que l’alcool a un réel impact sur le placenta à terme, quelle que 

soit la consommation antérieure. En ce sens, il est possible de dire qu’une consommation 

en début de grossesse aurait un impact définitif sur le placenta tout au long de la 

grossesse. Ce fait, déconcertant, témoigne de la « mémoire » du placenta face à la prise 

d’alcool et de l’importance de prendre en compte la mesure de l’hCG dans le cadre d’une 

exposition à l’alcool. 

Une étude de Lehikoinen et al. a permis de montrer, sur une cohorte de 544 femmes (dont 

71 avaient consommé de l’alcool et/ou des drogues) que la consommation d’alcool et/ou 

de drogues au cours de la grossesse était associée à une augmentation significative du 

taux circulant de l’hCGβ au 1er trimestre de grossesse en comparaison avec des patientes 

contrôles. Cependant les auteurs ont conclu à un recouvrement de 42% des patientes 

consommant de l’alcool avec des patientes étant exposées également au tabac et ont 

déterminé que le tabac était la cause principale de cette augmentation. A notre 

connaissance, aucun dosage d’hCG à terme n’a été effectué sur des cohortes de patientes 

ayant consommé de l’alcool. Concernant notre étude, deux des six femmes ayant 

consommé de l’alcool ont déclaré qu’elles n’avaient pas fumé (aucune information de ce 

type pour les quatre autres femmes de ce groupe), ni consommé d’autres substances que 

l’alcool au cours de leur grossesse. Or, il s’avère que les cultures de trophoblastes issus de 

ces deux placentas avaient des taux d’hCG sécrétés équivalents aux cultures de 

trophoblastes issues des quatre autres placentas du groupe « alcool ». De fait, le facteur 

tabac ne peut être retenu pour notre étude. Ainsi, si ce biomarqueur était utilisé, il serait 

peut-être intéressant et judicieux d’ajouter un critère d’exclusion « tabac » pour s’assurer 

de la pertinence du biomarqueurs hCG. Une de leurs observations portait sur le poids du 

placenta de patientes ayant consommé de l’alcool. Nous savons que ce paramètre est de 

plus en plus important et qu’il faut le considérer en prenant en compte également le poids 

du bébé à la naissance. Ainsi, le rapport fœto-placentaire (poids du fœtus/poids du 
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placenta) est un critère d’efficience placentaire au cours de la grossesse. Dans l’étude de 

Lehikoinen et al (2020), les auteurs ont montré que les placentas de femmes ayant 

consommé de l’alcool étaient plus gros que les placentas contrôles. Nous ne retrouvons 

pas ces résultats avec les six placentas recueillis et nous n’avons aucune différence 

significative de poids des placentas « alcool » en comparaison avec les placentas 

« contrôles ». De la même manière le ratio poids du bébé/poids du placenta ne diffère pas 

significativement entre l’échantillon « contrôle » et l’échantillon « alcool ».  

L’étude de Karl et al. en 1993 a montré sur un modèle de culture de trophoblastes humains 

à terme que les taux d’hCG et de progestérone sécrétés étaient significativement 

augmentés par l’exposition in vitro à 7.7g/L d’éthanol pendant 4 jours, avec un 

renouvellement du milieu contenant de l’alcool toutes les 24h, et ce en comparaison avec 

des cellules issues des mêmes prélèvements et exposées à un milieu de culture contrôle 

(sans éthanol et renouvelé également toutes les 24h). Dans le cadre de notre étude, nous 

observons des variations de sécrétion d’hCG entre les deux groupes mais aucune variation 

sur les taux de progestérone. Les différences majeures entre ces deux études sont le 

traitement et le type d’exposition (in vitro avec doses fortes répétées vs in vivo sans 

aucune dose ou avec une dose unique). Le fait que la progestérone secrétée en culture ne 

diffère pas entre les placentas exposés in vivo à l’alcool et les placentas contrôles, alors 

que la secrétion d’hCG est très différente peut s’expliquer par le fait que les voies de 

signalisation sont différentes mais aussi, pourrait témoigner de systèmes de 

compensation. La progestérone étant une hormone stéroïde, elle est produite par 

stéroïdogenèse et est donc dépendante de la voie du cholestérol (Azeez et al. 2021). 

Également elle est dépendante de la voie ERK/MAPK et de la sécrétion de l’hCG qui a un 

contrôle positif sur sa sécrétion. Lorsqu’elle est surexprimée, la progestérone a un rôle 

dans les cancers du sein et l’augmentation des risques de diabète gestationnel (Azeez et 

al. 2021). Au vu de l’augmentation significative de la sécrétion d’hCG ainsi que l’activation 

de la voie de signalisation de cancer du sein, nous pourrions nous attendre à observer une 

forte augmentation de la synthèse et de la sécrétion de la progestérone. Cela n’étant pas 

le cas, nous émettons l’hypothèse d’un rétrocontrôle négatif de sa sécrétion par une autre 

voie. Les protéines impliquées dans une voie du métabolisme du cholestérol étant 

significativement diminuée, il est possible que la production de progestérone par cette 

voie soit ralentie. Par ailleurs, il est nécessaire de distinguer l’activation des voies de 

signalisation par phosphorylation/déphosphorylation et de suivre les protéines 
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impliquées selon leur état phosphorylé ou non. Cela pourrait également expliquer la 

différence observée entre un effet in vivo et un effet in vitro. 

L’hCG permet l’augmentation de la sécrétion de PG par les syncytiotrophoblastes ; or la 

fusion des CTVs est significativement diminuée de façon précoce par l’alcool in vivo, ce qui 

pourrait expliquer ce décalage dans la sécrétion. Un dosage de progestérone 

intracellulaire pourrait confirmer cette hypothèse. Cela nous amène à reprendre la 

temporalité des évènements. Le déficit de fusion est significativement diminué dès 24h 

de culture. La diminution très significative de la fusion des CTV en ST et ce, dès 24h de 

culture, est étonnante au vu de l’augmentation très significative de l’hCG par l’alcool in 

vivo. Il semble donc évident que l’alcool a un effet direct sur le CT. 

La fusion étant principalement médiée par la sécrétion de l’hCGβ et des molécules GCM1, 

SYNC1, SYNC2 et leurs récepteurs (ASCT2 et MFSD2), nous nous attendions à voir une 

forte augmentation des phénomènes de syncitialisation avec l’augmentation significative 

de l’expression protéique de GCM1 sur les villosités « alcool » et la sécrétion d’hCG en 

culture. Une autre voie faisant intervenir TBP2/BCRP et PPARα décrite par Peng et al. 

(2021) pourrait expliquer les défauts de syncitialisation observés. En effet, 

l’environnement pauvre en oxygène de la villosité choriale au cours des premières 

semaines de grossesse induit la signalisation de cette voie TBP2/BCRP et PPARα pour 

induire plus de syncytialisation en début de grossesse (Peng et al. 2020). Dans le cadre de 

notre étude la voie de signalisation de PPARα, bien que non significativement diminuée 

(1.5<z-score>-1.5), reste fortement altérée par l’alcool in vivo (p-valeur significative). 

Ainsi, il serait intéressant d’étudier les régulations géniques par PCR et protéiques par 

WB des syncytines et de leurs récepteurs sur les trophoblastes issus de placentas exposés 

à l’alcool in vivo. Cette observation de l’augmentation d’hCG associée à un défaut de 

syncytialisation avait déjà été observé dans le cadre de plusieurs études dans le 

laboratoire (impact de la drépanocytose sur les fonctions placentaires (Thèse de Doctorat 

du Dr Cordier) et impact du BaP in vitro impliquant la voie du récepteur aux Aryls 

Hydrocarbures (AhR) (Travaux de Master 2 de J. Dalmasso)). Il serait donc également 

intéressant d’observer l’effet de l’alcool in vivo sur cette voie AhR dont les rôles sont à la 

fois d’assurer une détoxification et également d’assurer une voie de signalisation de 

ligands endogènes comme les métabolites du tryptophane. Ainsi, nous pourrions 
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connaître le lien entre fusion des trophoblastes et voie AhR, notamment une étude des 

CYP et de la voie AMPc/PKA pourrait être une piste pour répondre à ces questionnements.  

Concernant l’impact de l’alcool in vivo sur le phénomène de fusion, il est très intéressant 

de souligner que l’exposition à l’alcool in vitro sur des trophoblastes issus de placentas 

ayant été exposés à l’alcool in vivo, diminue encore un peu plus la fusion des trophoblastes. 

Ce mécanisme d’amplification confirme bien le fait que le placenta exposé de façon 

précoce in vivo garde une mémoire de cette exposition jusqu’au terme.  

De fait, en lien avec cet effet mémoire, nous pensons à des modifications épigénétiques. 

Ces résultats prouvant une « mémoire du placenta » ont déjà été décrits dans un autre 

contexte par les travaux de Rousseaux et al (2020). Les auteurs ont montré pour la 

première fois que la consommation de tabac, même avant grossesse, pouvait entraîner 

des répercussions sur le placenta, en entraînant des modifications épigénétiques de l’ADN 

placentaire. 

L'alcool est reconnu pour altérer les mécanismes agissant dans les processus menant à la 

méthylation de l'ADN. Les travaux menés par Legault et al. en 2021 sur des modèles 

animaux exposés à une forte dose d’alcool ont montré que 81 % des embryons ne 

présentaient aucun problème morphologique, tandis que 19 % avaient diverses 

anomalies (p. ex. : atteintes au cerveau, retard de croissance, cardiopathies). Cependant, 

lorsque les cerveaux d’embryons exposés à l’alcool in vivo, ne présentant pas de défauts 

physiques apparents, ont été analysés, les auteurs ont mis en évidence la présence d’une 

multitude de perturbations épigénétiques au niveau de la méthylation de l’ADN dans le 

cerveau. De plus, Lussier et son équipe, en 2018, ont pu mettre en évidence une signature 

épigénétique de l’alcool dans l’ADN provenant du frottement des muqueuses de 

personnes TCAF (entre 3.5ans et 18ans) par rapport à d’autres personnes n’ayant pas été 

détectées TCAF. Pour répondre à cette question de « mémoire » du placenta à 

l’alcoolisation in vivo, nous avons d’ores et déjà préparé des échantillons en vue d’une 

analyse des profils de méthylations de l’ADN des échantillons « alcool » issus de villosités 

entières en comparaison avec les échantillons « contrôles ». Cet axe de recherche est 

d’autant plus important dans le cadre de la recherche de biomarqueurs d’alcoolisation au 

cours de la grossesse que les méthylations à l’ADN sont stables dans le temps et 

pourraient être facilement analysées à la naissance. 
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Au regard de notre hypothèse sur la régulation des hormones stéroïdes, nous nous 

sommes posé la question de l’impact de l’alcool in vivo sur le métabolisme du cholestérol, 

sa régulation et l’impact de sa dérégulation sur le métabolisme lipidique.  

Cette partie de la discussion, sur le métabolisme placentaire, sera donc centrée 

principalement sur le métabolisme lipidique avec l’étude de la voie de signalisation du 

cholestérol et la voie de signalisation PPARα.  

La voie de signalisation du récepteur aux oxystérols LXR (liver X receptors) associé au 

récepteur RXR (rétinoïde X receptors) permet la régulation de l’homéostasie du 

métabolisme du cholestérol. Lorsque le taux de cholestérol extracellulaire augmente, la 

voie LXR/RXR est activée et permet la lipogenèse à partir du cholestérol en surplus. 

L’activation de ce dimère protéique, permet une protection cellulaire via l’inhibition de 

l’inflammation médiée par NFκB. De plus, le métabolisme du cholestérol au niveau 

placentaire est important et son internalisation indispensable pour la synthèse des 

stéroïdes. Nos résultats de protéomique ont mis en évidence une diminution très 

significative de la voie RXR/LXR lors d’une exposition à l’alcool in vivo.  

Au vu de l’importance de cette voie dans l’homéostasie, nous pouvons nous poser la 

question de l’impact de cette diminution d’expression protéique au niveau du 

métabolisme lipidique, essentiel pour de nombreuses fonctionnalités du placenta. De 

manière générale, une dérégulation du métabolisme lipidique peut être pathologique et a 

été décrite dans différents cas, comme la maladie d’Alzheimer (Chia Kao et al. 2020) ou, 

en ce qui concerne plus particulièrement les pathologies de grossesses, de la prééclampsie 

(Wojcik-Baszko et al. 2018). Cependant, dans le cadre de notre étude, un biais pourrait 

expliquer en partie la dérégulation de cette voie spécifique. En effet, l’étude du protéome 

a été effectuée sur des villosités « contrôles » toutes issues de césariennes (sans 

déclenchement hormonal), en comparaison avec des villosités « alcool » issues de voie 

basses impliquant une mise en travail physiologique, avec les modulations hormonales et 

du système inflammatoire. Il est décrit qu’au moment de l’accouchement, une chute de la 

lipogenèse survient via l’inactivation de la voie LXR ayant pour impact une inflammation 

permettant la mise en route du travail (Thèse de Doctorat du Dr Mouzat, 2007). Les 

femmes « contrôles » n’ayant pas eu de mise en travail impliquant un changement 

physiologique, l’effet de l’alcool in vivo sur le processus lipidique et la voie LXR/RXR 

nécessite d’être validé sur des villosités issues de patientes « contrôles » ayant accouché 
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par voie basse après une mise en travail spontanée. De manière intéressante, l’expression 

protéique des transporteurs d’efflux lipidique (APOA1, APOA4, APOC1) est également 

diminuée significativement par l’alcool in vivo. A notre connaissance, ces transporteurs 

n’ont pas de rôle direct dans la mise en travail de l’accouchement. Si l’inactivation de la 

voie LXR/RXR n’était qu’un biais de l’étude, ces transporteurs n’auraient pas été 

nécessairement impactés par le processus. Nous pouvons donc supposer que l’effet sur la 

voie métabolique des lipides est bien dû à un effet de l’alcool in vivo. Afin de vérifier ces 

hypothèses, il serait intéressant de faire une analyse lipidomique qui nous permettrait 

d’analyser efficacement les variations d’expression de lipides, leurs voies de synthèse au 

niveau trophoblastique dans le cadre d’une alcoolisation in utero.  Ainsi, cela nous 

permettrait de de vérifier l’impact de l’alcool via la voie LXR/RXR sur le métabolisme 

lipidique.  

Une autre voie impliquée dans le métabolisme lipidique est altérée par l’exposition à 

l’alcool in vivo. Il s’agit de la voie des PPARs, appartenant à la famille des récepteurs 

nucléaires qui se définissent comme des facteurs de transcription activés par un ligand. 

Identifiés dans les années 1990 dans la réponse aux proliférateurs de peroxysomes, leurs 

rôles dans la régulation du métabolisme des lipides et des lipoprotéines, dans 

l’homéostasie du glucose ainsi que dans la différenciation cellulaire ont largement été 

démontrés. Il existe trois isoformes de récepteur PPAR (α, β et Ƴ), chacun possède un rôle 

au sein de l’organisme humain. Notamment les PPARs associés au récepteur X des 

rétinoïdes RXR (α ou β) sont impliqués dans les processus biologiques tel que la 

différenciation cellulaire, l’homéostasie métabolique, la tolérance immunitaire et la 

réponse inflammatoire (Peng et al. 2021). Peng et al. en 2021 se sont intéressés à 

l’implication de ces récepteurs au niveau du développement placentaire et notamment au 

niveau des fonctions du tissu trophoblastique. Dans notre étude, suite à l’exposition à 

l’alcool in vivo, les analyses du protéome ont permis de mettre en évidence une altération 

significative de la voie PPARα/RXRα (p-value = 4.94E-02) qui n’est toutefois pas 

significativement activée ou inhibée dans son ensemble. Dans la littérature, il est indiqué 

que dans un contexte de faible saturation en oxygène (comme le premier trimestre de 

grossesse par exemple), l’expression protéique de TBP-2 (TATA-binding protein 2) et 

BCRP (breast cancer resistance protein) est diminuée, ce qui induit l’inhibition de PPARα 

empêchant la formation des cytotrophoblastes en syncytiotrophoblastes (Peng et al. 

2021, Francois et al. 2017). L’altération de cette voie par l’alcool in vivo pourrait donc être 
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une explication à la diminution de la fusion des cellules en culture issues de placentas 

exposés à l’alcool in vivo. Il serait intéressant de confirmer ou infirmer une inhibition de 

ces acteurs (TBP-2, BCRP et PPARα) par l’alcool in vivo via une analyse par western blot.  

De manière intéressante, cette voie PPARα/RXRα est également impliquée dans le 

mécanisme de l’homéostasie lipidique cérébrale et sa protection au niveau de la barrière 

hémato-encéphalique (More et al. 2017).  

Dans cette partie de la caractérisation du SAP, nous avons voulu caractériser pour la 

première fois l’impact de l’alcool in vivo sur l’expression génique d’un large panel de 

transporteurs du placenta à terme. Le modèle utilisé a été la villosité choriale dans son 

entier, en tenant compte des différents types cellulaires tels que le cytotrophoblaste, le 

syncytiotrophoblaste qui ont tous deux des rôles décisifs, notamment dans le passage 

transplacentaire, mais également le tissu mésenchymateux et les cellules de la paroi 

endothéliale des capillaires fœtaux qui jouent un rôle fondamental vis-à-vis de l’alcool. 

Nous avons montré que l’expression protéique de 61 transporteurs placentaires (22 

transporteurs SLC et 39 transporteurs autre que SLC) était altérée par l’alcool in vivo sur 

un modèle de villosités entières.  

Parmi les transporteurs les plus dérégulés, nous avons retrouvé un transporteur 

essentiel, le SLC16A2 ou MCT8 qui est impliqué dans la régulation du passage des 

hormones thyroïdiennes. Par exemple, il est bien établi que pendant le premier trimestre 

de la grossesse, un apport adéquat d'hormones thyroïdiennes maternelles doit être 

maintenu pour assurer un développement neurologique normal du fœtus. En effet, les 

hormones thyroïdiennes fœtales sont capables d'accumuler de l'iodure et de synthétiser 

ces hormones qu’à partir de 12-14 SA (Glinoer. 1997). L'expression de SLC16A2 est 

essentielle pour l'absorption de T3 et fortement spécifique pour les hormones 

thyroïdiennes (Friesema et al. 2003). 

Dans le cas des placentas « alcool » de notre étude, son expression est fortement diminuée, 

voire quasi inexistante à terme. Un déficit de ce transporteur peut conduire à une 

altération forte des taux circulants d’hormones thyroïdiennes dès le premier trimestre de 

grossesse. Différentes mutations inactivatrices/ altérations de ce transporteur sur 

modèles humains, murins et sur les lapins sont décrites dans la revue de Visser et al. 

(2011) entraînant des concentrations sériques anormales d’hormones thyroïdiennes et 
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un retard psychomoteur. De manière très intéressante, ce transporteur est présent à la 

fois dans le placenta et le cerveau fœtal (Visser et al. 2011). L’altération de son expression 

dans le placenta est associée à un RCIU sévère (Chan et al. 2014). Plusieurs études ont 

décrit le rôle essentiel de MCT8 et de l’hormone thyroïdienne T4 dans le développement 

cérébral fœtal (Delbaere et al. 2017, Chan et al. 2014, Williams 2008). Notamment, une 

dérégulation de MCT8 au niveau de la barrière hémato-cérébrale pouvait conduire à des 

déficit neuronaux (Roberts et al. 2008), un mauvais développement du QI, des difficultés 

de résolution de problème et des déficits psychomoteurs (Refetoff et al. 2020). Dans le 

cadre de notre étude de l’alcoolisation au cours de la grossesse, nous avons pu observer 

que la protéine MCT8 était exprimée uniquement par une villosité « alcool » (issue de la 

patiente AL4) en comparaison avec l’expression retrouvée dans les 5 villosités témoins à 

terme. De plus, la villosité issue de AL4 présentait tout de même un taux d’expression 

diminué significatif de MCT8. Ces résultats nous permettent de nous poser la question de 

l’impact de l’alcool sur le transport des hormones thyroïdiennes et le lien avec les défauts 

de développement cérébral induit par la consommation d’alcool chez les TCAF. De plus, 

au vu de l’absence de MTC8 pour quatre des cinq prélèvements, nous pouvons suspecter 

que les concentrations fœtales sont impactées. Notamment la thyroxine maternelle (T4) 

est essentielle pour le neurodéveloppement fœtal précoce. Des taux faibles de T4 au 1er 

trimestre de grossesse sont associés à des pathologies sévères tel que le crétinisme 

endémique, qui est un syndrome d'insuffisance thyroïdienne congénitale pouvant 

conduire à des retards mentaux sévères (Selon la classification Statistique Internationale 

des Maladies et des Problèmes de Santé Connexes, 2008). Au vu de cela il serait 

intéressant de mesurer les taux de T4 dans le sang de cordon des TCAF. Enfin la régulation 

des concentrations de T4 et T3 (tri-iodothyronine) dans la circulation fœto-placentaire 

est nécessaire à la réponse vasculaire du placenta (en régulant notamment la synthèse de 

vasodilatateurs ou vasoconstricteurs en fonction du besoin) (Guzmán-Gutiérrez et al. 

2014).  

 Parmi les autres transporteurs SLC impactés, nous avons noté le cas des transporteurs de 

zinc. De manière globale, le zinc est reconnu comme étant impliqué dans la stimulation 

des défenses immunitaires et la protection contre le vieillissement cellulaire. Dans le 

cadre spécifique de la grossesse, le zinc est essentiel pour l’embryogenèse et la croissance 

normale du fœtus. Un déficit sévère en zinc dans la circulation fœtale peut avoir un effet 

tératogène (Hovdenak and Haram. 2012). Une étude de Thaker et al. (2018), sur une 
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cohorte de 277 femmes, a permis de mettre en évidence une carence significative en zinc 

chez des patientes ayant subi des fausses couches en comparaison avec des patientes 

témoins. Une relation directe entre ces carences maternelles et un déficit dans le transport 

du zinc pour le fœtus a été avancée. Le fait que l’expression protéique des transporteurs 

de zinc soit impactée significativement dans notre étude par l’exposition à l’alcool in vivo 

pourrait démontrer l’impact fonctionnel majeur de l’alcool sur le placenta. Cependant, 

nous pouvons mettre en évidence un système de compensation du placenta aux diverses 

altérations des transporteurs de zinc. Lorsque l’expression protéique de SLC30A1 est 

significativement diminuée par l’alcool in vivo, celle de SLC30A7 est augmentée 

significativement. Ces deux transporteurs de zinc transmembranaires issus de deux gènes 

paralogues, permettraient une compensation sans impact sur le passage du zinc de la 

mère vers le fœtus. Ces phénomènes de compensation sont déjà bien décrits pour d’autres 

classes de transporteurs (tels les ABC transporteurs protégeant le fœtus d’un grand 

nombre de toxiques) et témoignent d’une adaptation placentaire à un environnement 

hostile. Ces mécanismes, de manière plus globale, témoignent d’une protection du fœtus 

par le placenta afin de mener à terme la grossesse.  

Le transporteurs SLC26A2, était exprimé uniquement par une villosité « contrôle » (les 

autres villosités témoins ne l’exprimant pas) en comparaison avec l’expression 

significativement plus élevée des 5 villosités « alcool ». Ce transporteur de sulfate a été 

identifié comme étant exprimé majoritairement par les cytotrophoblastes et très peu par 

le syncytium (Simmons et al. 2013). Le fait que ce transporteur soit très fortement 

exprimé par les villosités exposées in vivo à l’alcool va de pair avec les résultats obtenus 

concernant à la fois la non-maturité que nous retrouvons au niveau des trophoblastes 

(même profil protéique des villosités de premier trimestre précoce) et au niveau du 

défaut de la syncytialisation retrouvée dans le modèle de culture primaire. Ces résultats 

suggèrent encore une fois que la masse syncytiale serait plus faible pour ces placentas « 

alcool » et inversement, le nombre de cytotrophoblastes pourrait être plus élevé dans ce 

même groupe en comparaison avec des placentas « contrôles ». Ce transporteur est 

également impliqué dans la mise en place du système osseux et cartilagineux du fœtus et 

sa dérégulation peut être impliquée dans la dysplasie fœtale (Härkönen et al. 2021 Monti 

et al. 2015, Haila et al. 2001). 
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Parmi les 22 transporteurs SLC dont l’expression est modifiée par l’alcool, quatre sont 

connus pour être exprimés largement au niveau cérébral. Leur variation d’expression est 

impliquée dans les mécanismes physiopathologiques de développement du cerveau : il 

s’agit de SLC19A3, SLC30A1 (déjà décrit), SLC9A3R1 et SLC29A1. De façon très 

intéressante, l’expression protéique de ces quatre transporteurs au niveau du placenta 

est diminuée par l’exposition à l’alcool in vivo.  

Le transporteur SLC19A3 joue un rôle primordial dans le développement du SNC et le 

métabolisme en général. En effet, c’est un transporteur de thiamine (vitamine B1) qui 

code pour la protéine ThTR-2 permettant la régulation des taux de thiamine circulant en 

régulant l’absorption intestinale (Marcé-Grau et al. 2019). Nos résultats montrent une 

diminution significative de ce transporteur de thiamine au niveau du placenta qui 

pourrait suggérer un plus faible passage de thiamine de la circulation maternelle vers la 

circulation fœtale. Or une déficience en SLC19A3 a été étudiée dans différentes 

neuropathologies et glioses inflammatoires (Zahr et al. 2011, De la Monte and Krill. 2014, 

Marcé-Grau et al. 2019). Nos résultats montrent également une augmentation très 

significative du transporteur de thiamine SLC19A2 codant pour ThTR1. Cependant, il a 

été montré que le déficit en protéine ThTR1 n’affecte pas les taux circulants de thiamine 

plasmatiques au niveau intestinal (Marcé-Grau et al. 2019) et semble jouer un rôle moins 

important d’absorption de thiamine. Les défauts et/ou mutations inactivatrices de 

SLC19A2 sont impliqués dans des pathologies de type diabète ou TRMA (Anémie 

Mégaloblastique Thiamine dépendante). L’augmentation très significative du 

transporteur SLC19A2 au niveau placentaire pour les placentas « alcool » pourrait avoir 

le même rôle de compensation déjà observé et permettrait cette fois-ci de compenser la 

diminution de SLC19A3 par l’alcool in vivo permettant de protéger le fœtus d’un défaut de 

thiamine. De manière très intéressante, plusieurs études rapportent une déficience en 

thiamine qui serait due à une consommation d’alcool et qui serait en corrélation avec une 

atteinte cérébrale (Zahr et al. 2011, De la Monte and Krill. 2014, Dervaux and Laqueille. 

2016). De la même manière, les taux circulants de thiamine sont diminués et inversement 

corrélés avec l’alcoolo-dépendance chez des personnes alcooliques (Dervaux and 

Laqueille. 2016). A notre connaissance deux études se sont intéressées à ces 

transporteurs au niveau placentaire : celle de Eudy et al. en 2000 qui a permis la 

caractérisation de ce transporteur dans le placenta humain ; celle de Keating et al. en 2006 

qui a caractérisé la capture de thiamine sur un modèle de lignée Bewo. Le transporteur 



291 
 

SLC19A3 pourrait donc être un bon candidat dans l’étude placentaire en étudiant tout 

d’abord le passage avec un modèle de perfusion en utilisant des placentas « alcool » et 

également dans son implication éventuelle, au niveau placentaire, dans les défauts 

neuronaux causés par l’alcool.  

Le « transporteur » SLC9A3R1 (NHERF1) est une protéine chaperonne qui joue un rôle 

dans l’activité du transporteur SCL9A3 (échangeur sodium/proton) mais qui a également 

un rôle important dans la signalisation cellulaire. De plus, son expression est essentielle 

dans la régulation de PTEN. Une étude a démontré qu’un déficit en SLC9A3R1 était lié à 

une baisse d’expression de PTEN (Yang et al. 2011). Or, de manière très intéressante, 

l’expression de SLC9A3R1 est diminuée avec l’exposition à l’alcool in vivo et nous 

observons également une diminution de l’expression de PTEN dans le même contexte. On 

peut donc se demander si l’alcool diminue directement l’expression de PTEN ou si c’est la 

diminution d’expression de la protéine SLC9A3R1 qui est impactée par l’alcool, 

conduisant de facto à la diminution de l’expression de PTEN dans notre modèle de 

villosités placentaires exposées à l’alcool in vivo. Il a été montré que PTEN était impliqué 

dans la régulation des mécanismes de l’autophagie et que son activation par SLC9A3R1 

couplée à Beclin1 permet d’activer l’autophagie dans un contexte de cancer du sein (Liu 

et al. 2015). De la même manière, SLC9A3R1 est impliqué dans la régulation de la 

prolifération des cellules du glioblastome via son action sur l’expression de PTEN dans la 

voie de signalisation PI3K/AkT (Molina et al. 2011). Enfin, l’augmentation de son 

expression est associée à la maladie d’Alzheimer (Tang et al. 2020). Tous ces éléments 

nous amènent à positionner cette protéine chaperonne comme un facteur de signalisation 

à prendre en considération pour l’étude des effets de l’alcool sur le placenta. L’association 

de ces PTEN et SLC9A3R1 peut donc être une piste pour la recherche de biomarqueurs 

d’atteintes placentaires par l’alcool. 

Enfin, le transporteur SLC29A1 (ENT1) est un transporteur qui permet de maintenir 

l’équilibre de la composition en nucléosides entre deux compartiments donnés. Il a 

notamment une forte affinité à l’adénosine et est impliqué dans la régulation des taux 

d’adénosine extracellulaire lors d’une exposition à l’alcool (Choi et al. 2004). Il est 

intéressant de noter que l’adénosine joue un rôle majeur dans la vasodilatation. De fait, 

Nagy et al. en 1990 ont prouvé qu’une exposition aigüe à l’alcool (200mM (soit environs 

36g/L) pendant 5 minutes) sur des cellules S49 lymphoïdes induisait une augmentation 
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du taux d’adénosine extracellulaire, via l’inhibition de SCL29A1, empêchant ainsi l’influx 

de l’adénosine dans la cellule. De manière surprenante, ils observaient un équilibre des 

taux d’adénosine revenu à la normale lors d’une exposition chronique (100mM pendant 

48h), suggérant l’adaptation de la cellule à l’atteinte toxique. Ces phénomènes 

d’adaptation ont également été étudié dans le cadre de l’alcoolo-dépendance (Chen et al. 

2010) et une proposition thérapeutique par ces mécanismes a été étudiée dans le contexte 

de la maladie de Huntington (Guitart et al. 2017). Enfin quelques études démontrent sa 

localisation dans le placenta humain (Errasti-Murugarren et al. 2017) et tout 

particulièrement son implication dans le passage de nombreuses drogues (Ceverny et al. 

2018). Dans le cadre de notre étude, nous avons observé une diminution de l’expression 

de SLC29A1 qui n’est pas significative en termes de valeurs valides mais qui l’est en 

termes de variation d’expression (FC= (-1.98)). Cependant, au regard des phénomènes 

adaptatifs évoqués pour compenser les effets de l’alcool sur ce transporteur, on peut se 

demander si un mécanisme similaire existe au niveau de la villosité placentaire, ce qui 

serait primordial.  

L’ensemble de ces résultats nous a permis de caractériser le syndrome d’alcoolisme 

placentaire composé d’altérations multiples par l’alcool in vivo de la fonction endocrine, 

la fonction métabolique et la fonction d’échanges et de transports. Ces trois fonctions 

essentielles au bon fonctionnement du placenta au cours de la grossesse ont forcément 

un impact sur le développement du fœtus, que ce soit au niveau de sa croissance ou au 

niveau de son bon développement. Au fil des résultats, nous pouvons aisément 

comprendre comment des défauts placentaires dû à une exposition à l’alcool pendant la 

grossesse pourraient avoir un effet direct sur le développement du cerveau fœtal et la 

mise en place du réseau cortical.  
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Dans ce second temps, nous avons donc exploré le champ de la neuroplacentologie décrit 

par Cheryl S. Rosenfeld en 2020 puis par Marie C. Vacher et al. en 2021.  Nous avons 

souhaité apporter pour la première fois une cartographie d’expression génique d’un large 

panel de récepteurs neuronaux exprimés au niveau du placenta, et ce, tout au long de la 

grossesse (du premier au troisième trimestre de grossesse).  

Le modèle utilisé a été la villosité choriale dans son entier, avec ses différents types 

cellulaires tels que le cytotrophoblaste, le syncytiotrophoblaste qui ont des rôles décisifs, 

notamment dans le passage transplacentaire, mais également le tissu mésenchymateux et 

les cellules de la paroi endothéliale des capillaires fœtaux qui jouent un rôle fondamental 

vis-à-vis de l’alcool. Cinq villosités issues d’IVG précoces, et cinq villosités issues de 

placenta ayant été exposées à l’alcool in vivo ont été comparées à cinq villosités 

« contrôles » issues de placentas non exposés à l’alcool à terme.  

Une première surprise a été d’observer l’expression transcriptionnelle de 73 récepteurs 

de neuromédiateurs au niveau de la villosité placentaire. A notre connaissance, aucune 

étude de ce type n’avait été effectuée à ce jour. Classés en familles de neurotransmetteurs, 

nous avons pu mettre en évidence la présence de 21 sous familles comme les récepteurs 

à l’histamine, la sécrétine, la neurotensine, la somatostatine, la vasopressine etc. Il est bien 

connu que l’ensemble de ces récepteurs sont exprimés en périphérie sur de nombreux 

tissus/organes mais le placenta n’a jamais fait l’objet d’une cartographie complète. Parmi 

ces récepteurs, 26 sont exprimés différemment entre le début du premier trimestre de 

grossesse et la fin de la grossesse. C’est le cas de HCRT2, HRH1, HTR1B, HTRF1, HTR4, 

NPY5R, TACR1, TACR2, GRIA3, GRIK1, GRIK2, GRIK4, GRIN2C, GRM6, ADRA2A, ADRA2B, 

GABRA4, GABRB1, GABRE, GABRR2, CHRM1, CHRM4, CNR1, DRD1 dont l’expression au 

niveau de la villosité est plus faible au début de la grossesse qu’au terme de la grossesse. 

La mise en place du réseau cortical, chez l’humain, est un processus tardif au cours de la 

grossesse. De manière très intéressante, les 26 récepteurs aux neurotransmetteurs dont 

l’expression est augmentée physiologiquement en fin de grossesse au niveau placentaire, 

ont, pour certains, un rôle primordial dans le développement cérébral embryonnaire et 

fœtal. C’est le cas de GRIK2 (Guzman et al. 2012), ADRA2α (Riccio et al. 2012), ADRA2β 

(Wang et al. 2002, Winzer-Serhan & Leslie. 1997, Muthig et al. 2007), CNR1 (Sharkey et 

al. 2016) et DRD1 (Wang et al. 2020).  
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Puisque nous avons retrouvé l’expression de ces 73 récepteurs aux neurotransmetteurs 

au niveau du placenta humain, nous nous sommes posé la question de l’impact de l’alcool 

in vivo sur leur transcription. En comparant l’expression des ARNm de villosités issues de 

femmes ayant consommé de l’alcool en comparaison avec des femmes n’ayant pas été 

exposées (« contrôle »), nous avons pu mettre en évidence l’altération transcriptionnelle 

de treize de ces récepteurs par l’alcool in vivo. De manière très intéressante, sur les treize 

récepteurs aux neurotransmetteurs impactés par l’alcool in vivo, dix avaient une 

expression significativement diminuée par rapport aux villosités « contrôles », avec une 

expression d’ARNm semblable à celle des villosités que nous retrouvons au premier 

trimestre. Nous retrouvons ainsi de nouveau des similitudes de profils entre villosités « 

alcool » et villosités « IVG précoces ». Afin d’explorer l’intérêt d’une telle découverte dans 

la compréhension des mécanismes toxiques de l’alcoolisation in utero, nous avons 

comparé les résultats obtenus sur les treize récepteurs aux neurotransmetteurs impactés 

par l’alcool avec les données de la littérature. Parmi les treize, onze des récepteurs ont 

attiré notre attention. Il s’agit notamment de GRIA3 (Lo et al. 2016), GRIN2C (Kleiber et 

al. 2011), ADRA2α (Clarke et al. 2010), GABRB1 (Halder et al. 2015), GABRB2 (Xuei et al. 

2009), GABRG3 (Dick et al. 2004), GABARB3 (Krishnamoorthy et al. 2011), TACR1 

(Nelson et al. 2017) et GRIK1 (Yang et al. 2017) qui sont tous associés à divers 

mécanismes d’alcoolo-dépendance, d’addiction et de troubles liés à la consommation 

d’alcool chez l’adulte et sont bien étudiés au niveau du cerveau humain ou murin. De la 

même manière l’altération de HTR4 (Faraone et al. 2010, Xu et al. 2013), GRIA3 (Tanaka 

et al. 2019), GRIN2C (Tarabeux et al. 2011), GABR1 (Vasquez et al. 2013), GABRG3 

(Menold et al. 2001), GABARB3 (Li et al. 2012), CHRM1 (Marcé-Grau et al. 2021) est 

associée aux mécanismes impliqués dans le développement de troubles autistiques chez 

l’enfant ou chez l’adulte.  

De manière particulièrement intéressante, cinq de ces récepteurs aux 

neurotransmetteurs pourraient être de très bons candidats pour la recherche de 

biomarqueurs placentaires d’atteintes neuronales. Il est largement décrit que les 

neurotransmetteurs adrénergiques, glutamatergiques et GABAergiques jouent un rôle 

essentiel dans la mise en place du réseau cortical (Herlenius and Lagercrantz. 2004, 

Poluch et al. 2002, Riccio et al. 2012). De plus, dans le contexte de l’étude du Dr Lecuyer 

en 2017 sur l’axe placenta-cerveau chez la souris, les auteurs ont étudié la 

désorganisation corticale fœtale du souriceau suite à une exposition à l’alcool in utero. 
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Partant de ce fait, et des observations faites sur les altérations des fonctions placentaires 

dans les échantillons « alcool », nous avons recherché quel(s) récepteur(s) aux 

neurotransmetteurs pourrai(en)t être candidat(s) et avoir un rôle clé dans l’atteinte 

cérébrale des enfants TCAF via leur dérégulation dans le placenta par l’alcool in vivo.  

GRIN2C est une sous-unité des récepteurs NMDA. Les récepteurs NMDA, dont le nom 

provient de l’agoniste type spécifique, le N-méthyl-D-aspartate sont des récepteurs 

ionotropes activés par le glutamate et la glycine. Le rôle du glutamate est essentiel mais il 

peut potentiellement devenir dangereux en cas de dérégulation car il peut stimuler de 

manière excessive les neurones et par conséquent causer leur mort (selon un processus 

d'excitotoxicité, s'il est trop concentré et s’il persiste trop longtemps au niveau 

extracellulaire). Le glutamate est capté par le placenta à partir de la circulation fœtale, 

puis converti en glutamine avant d'être transporté dans la circulation fœtale, reflétant une 

coopération fœto-placentaire protectrice. En plus de ces échanges par transporteur, le 

récepteur au glutamate joue un rôle primordial dans le cerveau mais semble trouver un 

intérêt dans le placenta. Si les récepteurs-canaux du glutamate sont responsables de la 

transmission synaptique excitatrice rapide dans le cerveau, leur expression dans le 

placenta soulève de nombreuses questions. Deux études ont attiré notre attention. 

Notamment celle de Kleiber et al. en 2011, qui ont utilisé un modèle murin C57Bl/6J 

gestant et les ont exposées à 10g/L d’éthanol en consommation libre afin de créer un 

modèle de SAF. Ainsi, ils ont pu mettre en évidence une régulation négative de GRIN2C 

chez les fœtus qui était associée à une diminution du développement cortical à la 

naissance. De plus, une étude de Tarabeux et al. en 2011 a mis en évidence la dérégulation 

de GRIN2C dans le cadre du spectre de l’autisme et de la schizophrénie, prouvant ainsi le 

rôle essentiel de GRIN2C dans le développement cognitif du cerveau fœtal.  Ces relations 

expression récepteur neuronal / expression récepteur placentaire sont possibles et déjà 

décrites dans la littérature. Par exemple, dans un autre contexte, il a été montré que des 

toxines, les Pinnatoxines, sont des ligands de haute affinité des récepteurs nicotiniques de 

l’acétylcholine (nAChR). Des études chez la souris ont montré des effets toxiques aigus 

pouvant conduire au décès en cas d’ingestion à forte dose ou pour des doses subléthales, 

les symptômes observés sont réversibles et compatibles avec une altération des fonctions 

du réseau cholinergique central et périphérique, induisant une paralysie musculaire et 

une détresse respiratoire. Cette toxine traverse les membranes et sa capacité à traverser 
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la barrière placentaire a également été montrée sur le modèle de perfusion du cotylédon 

humain ex vivo (Servent et al. 2021).  

Le neurotransmetteur ADRA2α est un récepteur adrénergique. Il a été mis en évidence 

dans les mécanismes d’alcoolo-dépendance et de troubles liés à la consommation d’alcool 

chez l’adulte par Clarke et al. en 2010. De fait, en étudiant les altérations de ce récepteur 

chez 85 patients adultes dépendants de l'alcool en comparaison avec 1237 témoins, les 

auteurs ont mis en évidence deux polymorphismes de ADRA2α chez les personnes 

alcoolodépendantes. De manière intéressante, l’expression transcriptionnelle de ce 

récepteur au niveau placentaire dans notre étude est diminuée significativement par 

l’alcool in vivo. Or l’étude de Riccio et al. en 2012 a pu mettre en évidence son rôle 

primordial au niveau de la mise en place du cerveau cortical et notamment de la migration 

des interneurones sur un modèle murin.  

Enfin, plusieurs neurotransmetteurs GABAergiques sont particulièrement intéressants à 

explorer. Tout d’abord, une étude de Bekdash et Harrison en 2015 a mis en évidence une 

diminution significative de l’expression d’ARNm de GABRA4 suite à une exposition à 

l’alcool de cellules neuro-corticales murines. Les résultats de cette étude ont permis de 

mettre en évidence le rôle de GABRA4 dans l’abus d’alcool et les mécanismes de toxicité 

de l’alcool au niveau du cerveau. Une étude de Riley et al. en 2020 a permis de mettre en 

évidence le rôle de GABRA4 dans les troubles liés au spectre autistique. Cependant, ce 

résultat est controversé puisqu’une étude de Yalçintepe et al., en 2021, a démontré qu’il 

n’existait pas de lien entre les troubles autistiques et ce récepteur. Dans le cadre de notre 

étude, quatre sur cinq des villosités « alcool » présentent une diminution significative de 

la transcription de ce récepteur par rapport aux villosités « contrôles ». Une étude de 

l’expression protéique pourrait donc être intéressante pour affirmer ou infirmer le rôle 

de GABRA4 dans l’alcoolisation placentaire.  

Un autre récepteur GABAergique est particulièrement intéressant dans le cadre de 

l’alcoolisation in utero puisque son expression transcriptionnelle dans la villosité est 

diminuée significativement par l’alcool in vivo : GABRB1. Une étude de Halder et al. en 

2015 a mis en évidence son rôle dans les mécanismes des TCAF au niveau cérébral. En 

ajoutant de manière chronique de l’éthanol à 9g/L sur des cellules en culture issues d’une 

lignée cellulaire cérébrale humaine, les auteurs ont mis en évidence la diminution de 

l’expression de GABRB1. Par un croisement de la littérature via le logiciel GeneGO, ils ont 
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pu ainsi proposer le fait que le récepteur aux neurotransmetteurs GABRB1 pourrait 

interférer dans les mécanismes de toxicité de l’alcool au niveau du cerveau fœtal des 

TCAF. De plus, une étude de Vasquez et al. en 2013 a permis de mettre en évidence que 

les troubles autistiques étaient liés à la dérégulation négative de l’expression protéique 

de GABRB1 au niveau cérébral. De nouveau, nous avons un impact identique entre 

dérégulation cérébrale et dérégulation placentaire sous l’effet de l’alcool.  

Enfin le neurorécepteur GABARB3 a été étudié dans le cadre des TCAF en 2011 par 

Krishnamoorthy et al. Ces derniers ont montré, dans un modèle de cellules germinales 

embryonnaires, que son expression était augmentée par l’exposition à l’alcool puis son 

diminuée 8h après l’exposition, témoignant d’un mécanisme inflammatoire.  En 2012, une 

revue de littérature de Li et al. a mis en évidence le lien entre les altérations de ce 

récepteur aux neurotransmetteurs et les troubles autistiques. Nos résultats mettent en 

évidence une diminution significative de la transcription de GABARB3 dans les villosités 

exposées à l’alcool in vivo et sont corrélés avec la littérature. Ce qui nous permet de nous 

poser la question du rôle de l’expression de ce récepteur placentaire dans les TCAF.  

En conclusion, nous avons mis en évidence la présence de nombreux récepteurs aux 

neurotransmetteurs dans le placenta humain qui sont impliqués directement dans les 

processus de développement cérébral de l’embryon et du fœtus. Le placenta, sans être un 

organe innervé, exprime de nombreux récepteurs aux neurotransmetteurs et capte 

également de très nombreux neuromédiateurs tel que le glutamate. Les résultats obtenus 

sont prometteurs pour remettre en avant le lien entre le placenta et le développement du 

cerveau fœtal. Des expériences de transport ou de blocage des récepteurs pourraient être 

menées pour mieux appréhender le rôle de chacun des récepteurs dont l’expression est 

modulée par l’alcool in vivo. De plus, il serait particulièrement intéressant d’explorer de 

façon spécifique l’expression de ces récepteurs au niveau trophoblastique dans un 

contexte d’alcoolisation in utero chez la femme enceinte.  

L’ensemble de ces résultats, que ce soit au niveau du syndrome d’alcoolisme fœtal ou au 

niveau de la neuroplacentologie nous ont permis de faire un état des lieux global des effets 

de l’alcool sur le placenta et le rôle potentiel que le placenta peut avoir dans les troubles 

causés par l’alcoolisme fœtal.   
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Dans un troisième temps, afin de répondre à l’objectif final de cette étude avec la 

caractérisation de biomarqueurs placentaires d’alcoolisation au cours de la grossesse, 

nous proposons de résumer les effets observés discutés auparavant permettant de faire 

émerger des candidats potentiels. Puis, nous nous intéresserons tout particulièrement à 

l’impact de l’alcool sur l’angiogenèse qui est importante dans les mécanismes d’atteintes 

cérébrales. Nous proposerons un mécanisme possible d’altération de l’angiogenèse 

placentaire par l’alcool ainsi qu’une série de biomarqueurs placentaires potentiels 

d’alcoolisation in utero. Enfin, nous ouvrirons la discussion sur la relation 

inflammation/cancer avec le cas spécifique de l’impact de l’alcoolisation in utero sur 

l’augmentation des risques de développer un cancer.  

Comme nous venons de le décrire, l’étude des récepteurs au niveau placentaire 

(appartenant aux trois familles des récepteurs glutamatergiques, des récepteurs 

GABAergiques et des récepteurs adrénergiques) GRIN2C, ADRA2α, GABRA4, GABRB1, 

GABARB3, au vu de leurs rôles dans les mécanismes de développements neuronaux et 

l’impact de leur dérégulation dans les pathologies d’addiction/dépendance à l’alcool ainsi 

que dans les troubles du spectre autistique (parfois associés aux TCAF), devient une 

nécessité. Du fait de leur présence dans la villosité choriale, ces récepteurs de 

neuromédiateurs essentiels deviennent des candidats incontournables dans la recherche 

de biomarqueurs placentaires de TCAF. Un focus sur certains des neurotransmetteurs de 

ces récepteurs serait pertinent, avec le rôle du glutamate par exemple, plaque tournante 

entre métabolisme énergétique, transport et signalisation. 

Nous avons mis en évidence l’existence d’un syndrome d’alcoolisme placentaire 

caractérisé par des atteintes fonctionnelles multiples. Parmi les altérations de l’alcool, 

nous avons relevé les atteintes placentaires avec l’altération du métabolisme lipidique, 

l’altération d’expressions de transporteurs essentiels au bon fonctionnement du placenta 

et au maintien de la grossesse, et enfin un impact de l’alcool sur la fonction endocrine.  

De fait, nos résultats ont permis l’émergence de l’hCG comme biomarqueur d’atteinte 

placentaire de l’exposition à l’alcool au cours de la grossesse. L’impact très important de 

l’alcool sur sa sécrétion nous amène à proposer la mesure d’hCG comme étant un 

biomarqueur potentiel intéressant à prendre en compte pour le diagnostic des TCAF. 

L’intérêt d’utiliser l’hCG concerne en grande partie sa facilité d’analyse. En effet, il serait 

aisé et très intéressant de refaire une étude de cohorte, comme celle de Lehikoinen et al. 
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en 2020, en retirant le biais du tabac, , et en dosant à la fois l’hCG totale et la chaîne β libre 

de l’hCG dans la circulation maternelle et en ajoutant la mesure de l’hCG totale dans le 

sang de cordon à la naissance. Cela pourrait permettre de déterminer si l’altération du 

rapport hCG materno-fœtal est équivalent entre femmes ayant consommé de l’alcool ou 

non pendant la grossesse et également de détecter des différences de la chaîne β libre de 

l’hCG comme cela a été montré pour plusieurs dépistages comme la trisomie 21 (Brun et 

al. 2014). De plus le rôle essentiel de l’hCG dans l’angiogenèse placentaire (Fournier, 

Guibourdenche and Evain-Brion. 2015, Jing et al. 2021) nous permet d’introduire notre 

deuxième sous partie. 

Dans la partie « caractérisation de biomarqueurs placentaires d’alcoolisation in vivo » des 

résultats de ce manuscrit, nous nous somme focalisés sur deux voies potentielles de 

l’angiogenèse : celle de la fixation de l’hCG sur son récepteur hCG/LHR et celle impliquant 

la régulation de PI3K/AKT/mTOR.  

Un schéma final de l’impact de l’alcool sur les voies de signalisation de l’angiogenèse 

regroupant les principaux biomarqueurs placentaires potentiels de l’alcoolisation in utero 

a été représenté dans la Figure 54.  

Trois voies interconnectées de l’angiogenèse semblent impactées significativement par 

l’alcool. La première est la voie de l’hCG qui est très significativement up-régulée par 

l’alcool in vivo. L’hCG en se fixant sur son récepteur va permettre la phosphorylation de la 

sous-unité Gs intra-cellulaire, permet l’induction d’une augmentation de l’expression de 

GCM1 via l’activation de la voie de signalisation des PI3K pro angiogénique. GCM1, 

surexprimée par l’alcool in vivo, pourrait ainsi être transloquée dans le noyau et se fixer à 

un promoteur GBS1/AP2 afin de produire de l’hCG en plus grande quantité. L’hCG une fois 

libérée dans le cytoplasme pourrait avoir un effet de rétrocontrôle positif sur sa propre 

sécrétion par les cellules trophoblastiques (Cheong et al. 2016). Dans le cadre de notre 

étude, l’analyse hormonale a mis en évidence une augmentation très significative de l’hCG, 

peu importe le modèle étudié, en présence d’alcool, associé à une diminution très 

significative de la fusion des trophoblastes, prouvant ainsi que l’augmentation de la 

sécrétion d’hCG n’est du fait de la formation des syncytiotrophoblastes. En utilisant le 

modèle de villosité entière, nous avons pu mettre en évidence une augmentation très 

significative de l’expression protéique de GCM1 par l’exposition à l’alcool in vivo. Il est 

donc possible d’émettre l’hypothèse que l’alcool agit sur la voie AMPc/PKA induisant ainsi 
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une boucle de contrôle positive non régulée de la sécrétion d’hCG via l’augmentation de la 

production de GCM1. Cette voie pourrait donc être une cible à explorer pour les troubles 

causés par l’alcoolisme fœtal.  

 

 

En se fixant sur son récepteur, l’hCG pourrait également permettre l’activation du dimère 

protéique Gq/PLC, induisant un effet activateur sur la voie PI3K/AKT/mTOR 

(Palaniappan et al. 2010, Makker et al. 2012). Si notre hypothèse de la boucle de 

régulation positive de l’hCG sur sa propre sécrétion via son récepteur hCG/LHR se 

confirme, nous pouvons émettre l’hypothèse d’une régulation positive de la voie 

PI3K/AKT/mTOR par l’alcool.  Cependant au regard de nos résultats, il semble que l’alcool 

impacte fortement des acteurs en amont de la voie PI3K/AKT/mTOR de manière 

totalement indépendante de la voie de l’hCG. 

Figure 54 Impact of alcohol on placental angiogenesis pathway. Regarding all our result, we indicated all the significant 
alterations of actor from angiogenesis pathway by in vivo alcohol. 

? 
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De fait, une autre voie impliquée dans l’angiogenèse est impactée par l’alcool in vivo : la 

voie impliquant les récepteurs VEGFR1 et R2.  Le récepteurs VEGFR2 est activé (entre 

autres) par CD44 (Tremmel et al. 2009) et ADAM10 (Welsh et al. 2010, Donners et 

al. 2010). La fixation de CD44 et VEGFR2 permet l’induction de l’activation de la voie de 

signalisation de PI3K/AKT/mTOR. Chacun des éléments de cette voie est activé en 

cascade et est nécessaire à son action pro-angiogénique.   

L’effet de l’alcool sur cette voie a été étudié dans les modèles de villosités entières 

(protéomique/transcriptomique) et les cellules trophoblastiques en culture primaire 

(transcriptomique). L’alcool in vivo diminue significativement l’expression protéique de 

CD44 et transcriptionnelle de ADAM10 dans le modèle de villosité. L’alcool aurait donc 

par cette voie, un contrôle négatif sur la voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR. De plus 

l’expression de PDK1, qui forme un dimère avec AKT pour l’activation de la voie mTOR, 

est diminuée par l’exposition à l’alcool in vivo sur le modèle de villosité entière.   

En parallèle de la voie médiée par les récepteurs VEGF, une voie impliquant le récepteur 

RTK peut également médier positivement la voie PI3K/AKT/mTOR (Tremmel et al. 2009, 

Neben et al. 2019, Haddadi et al. 2018). Dans le cadre de notre étude, nous avons mis en 

évidence l’augmentation significative de l’expression transcriptionnelle d’IL6 sur un 

modèle de villosité entière exposée à l’alcool in vivo. Cette interleukine IL6 ne peut pas 

expliquer à elle seule les effets. Cependant, comme nous l’avons déjà décrit, l’expression 

de CD44 est diminuée par l’alcool in vivo. Le rapport de ces deux facteurs peut être 

intéressant à investiguer. En effet IL6 et CD44 peuvent activer ce récepteur qui a un rôle 

direct sur la phosphorylation de PIP2 en PIP3 induisant l’activation de la voie AKT. De 

plus CD44 intervient également dans l’activation de VEGFR2. L’équilibre de l’action de 

CD44 sur ces deux voies pourrait être modifié sous l’effet de l’alcool. Il serait donc 

intéressant de regarder directement l’effet de l’alcool sur le récepteur RTK.  

PTEN est une phosphatase jouant un rôle clé dans la déphosphorylation de PIP3 en PIP2, 

ce qui lui confère un rôle de régulateur négatif de la voie de signalisation intracellulaire 

contrôlée par la phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K), inhibant ainsi l’action de la voie 

P3K/AKT/mTOR (Haddadi et al. 2018, Makker et al. 2012). L’expression 

transcriptionnelle de PTEN est diminuée dans le modèle de villosité entière exposée à 

l’alcool. De plus, l’expression protéique de PTEN est absente dans quatre des cinq 

villosités exposées à l’alcool in vivo. Il serait intéressant d’appréhender les mécanismes de 
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la dégradation de PTEN, notamment en lien avec l’ubiquitinylation. Lors de l’exposition à 

l’alcool in vivo, cette perte d’expression, et tout particulièrement dans le rôle de navette 

nucléo-cytoplasmique de PTEN dans la régulation des gènes pourrait engendrer ainsi une 

perte de contrôle de la régulation de l’angiogenèse, pouvant ainsi conduire à l’activation 

des voies cancérigènes comme cela est largement décrit.  

Nous avons ainsi mis en évidence une forte altération de la voie PI3K/AKT dans le 

placenta dans un contexte d’une alcoolisation in utero. Cependant si l’on regarde l’analyse 

du protéome des villosités placentaires exposées à l’alcool in vivo par le logiciel Ingenuity, 

la voie PI3K/AKT n’est pas prédite comme étant significativement activée ou inhibée (z-

score =-1.342) malgré une altération très fortement significative de son fonctionnement 

et de nombreux partenaires de cette voie (p-value= 7.41E-04). Du fait que cette voie soit 

particulièrement importante pour le fonctionnement placentaire, il semble évident qu’il 

existe des systèmes de compensation permettant de maintenir une homéostasie 

placentaire, afin de limiter les effets de l’alcool de manière globale et de mener à terme la 

grossesse.  

 Il est bien décrit que la voie PI3K/AKT est directement reliée à celle de mTOR. Nous avons 

aussi étudié plus spécifiquement cette voie dans le cadre d’une exposition à l’alcool au 

cours de la grossesse, en utilisant toujours le même modèle de villosité placentaire pour 

connaitre l’impact de l’alcool in vivo sur le placenta (Analyse du protéome et des transcrits 

de gènes d’intérêt). L’alcool a entrainé la diminution significative de l’expression 

transcriptionnelle de TSC1, TSC2 et de RICTOR permettant de mettre en évidence une 

dérégulation de la voie mTOR. Alors que l’inhibition de TSC1/TSC2 pourrait provoquer 

une suractivation de la voie mTOR amenant ainsi les cellules vers une voie de prolifération 

cellulaire et une inflammation non contrôlée, l’expression de RICTOR est elle aussi 

diminuée, engendrant un rétrocontrôle et permettant de compenser la dérégulation de la 

voie PI3K/AKT en amont. Cette hypothèse de compensation est confirmée par l’analyse 

du protéome de villosités exposées à l’alcool in vivo mettant en évidence une forte 

altération de la voie mTOR (p-value= 6.23E-03) mais le logiciel Ingenuity ne prédit pas 

d’activation ou d’inhibition de la voie (z-score = 0.447).  

Malgré un impact très fort de l’alcool sur l’angiogenèse placentaire, il semble qu’il existe 

un système de compensation permettant de maintenir un équilibre des différentes voies 

afin de conduire la grossesse jusqu’à terme. Cependant, une compensation des systèmes 
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n’exclut pas qu’une altération significative de l’alcool sur certains acteurs puisse jouer un 

rôle dans les mécanismes de toxicité placentaire de l’alcool et avoir un impact sur le 

développement fœtal.  

C’est le cas de PTEN, ADAM10 et CD44, qui ont tous les trois leur expression 

(transcriptionnelle et protéique) diminuée par l’exposition à l’alcool in vivo dans un 

modèle de villosité placentaire.  

De manière intéressante, dans la littérature il a déjà été décrit qu’une exposition in vitro à 

l’alcool [9g/L] diminuait l’expression transcriptionnelle de PTEN, dans un modèle de 

cellules de foie humain (Zhu et al. 2019). De plus, Endersby et Baker en 2008 ont 

démontré le rôle primordial de PTEN dans la régulation de l’angiogenèse cérébrale sur un 

modèle murin. De la même manière, Cui et al. en 2021, ont montré la fonction essentielle 

de l’axe PTEN/AKT au niveau de la barrière hémato-encéphalique, permettant la 

régulation de perméabilité et le passage de nombreuses molécules d’un coté à l’autre de 

cette barrière. Enfin des études ont démontré un lien entre la dérégulation de PTEN et les 

troubles autistiques (Li et Pozzo-Miller. 2019, Koboldt et al. 2021).  

ADAM10 est une métalloprotéase particulièrement essentielle au développement du 

cerveau embryonnaire et fœtal et à son bon fonctionnement tout au long de la vie (Saftig 

et Lichtenthaler. 2015). Une étude de Appel et al. en 2021 a mis en évidence sur un modèle 

de souris mutée pour le gène (ne présentant pas l’expression d’ADAM10) le rôle 

primordial de cette métalloprotéase dans la neuroprotection. En effet, la perte de 

l’expression d’ADAM10 avait provoqué une dérégulation de différents neurorécepteurs 

(et en particulier GRIA1 et GRIN2B), ainsi qu’une augmentation des marqueurs de 

l’inflammation. Plusieurs études ont mis en évidence son rôle dans le développement de 

la crête neurale, de la corde spinale et de la mise en place du cortex (Tan et al. 2016, Yan 

et al. 2014, Jorissen et al. 2010). De plus ces auteurs ont pu établir qu’une inhibition 

d’ADAM10 en début de grossesse pouvait être létale pour l’embryon. Enfin une revue de 

Zheng et al. en 2021 a souligné le rôle potentiel de la dérégulation d’ADAM10 dans les 

troubles autistiques. A notre connaissance nous montrons pour la première fois l’impact 

de l’alcool sur cette protéine.  

CD44 représente une famille de glycoprotéines transmembranaires impliquées dans les 

mécanismes d’angiogenèse et de prolifération cellulaire et devient un bon marqueur de 
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diagnostic pour certaines tumeurs. Une revue de Chen et al. en 2020 a mis en évidence 

son rôle dans les pathologies de l’angiogenèse. Notamment une surexpression de CD44 a 

été observée dans les phénomènes d’ischémie chez la souris ou encore dans les processus 

d’angiogenèse tumorale (Chen et al. 2020, Mesrati et al. 2021). Récemment son rôle a été 

décrit dans la formation initiale des réseaux neuronaux (Wilson et al. 2021). Les auteurs 

ont ainsi décrit la rétention d’acide hyaluronique par CD44 en supprimant la 

synaptogenèse excitatrice, permettant ainsi une régularisation du développement des 

circuit neuronaux. 

En conclusion, l’alcool impacte fortement toute la voie de l’angiogenèse placentaire mais 

des mécanismes de compensation seraient mis en place. Des études histologiques 

précises sur placenta de femmes ayant consommé de l’alcool pourraient être menées afin 

d’identifier des défauts de l’angiogenèse. Cette étude permettrait d’identifier ces défauts 

en fonction du degré et de la temporalité d’exposition à l’alcool au cours de la grossesse. 

Malgré tout, PTEN, ADAM10 et CD44 semblent jouer un rôle particulièrement intéressant 

dans l’angiogenèse placentaire et cérébrale et pourraient être de bons biomarqueurs 

placentaires d’alcoolisation au cours de la grossesse.  

Comme cela a été décrit précédemment, différentes molécules altérées par l’alcool in vivo 

sur nos différents modèles possèdent un rôle dans l’inflammation et les voies de la 

cancérogenèse.  Dans la littérature, de nombreuses publications mettent en évidence le 

rôle de l’alcool dans ces processus cancérigènes. En étudiant le protéome des villosités 

placentaires exposées à l’alcool in vivo et le secrétome des placentas « contrôles » perfusés 

deux heures à une dose de 2g/L d’éthanol, nous avons pu mettre en évidence l’impact de 

l’alcool dans le placenta sur différentes voies de cancérogenèse, notamment celles 

associées au cancer du sein. Le protéome nous a permis de mettre en évidence l’altération 

significative de 238 voies impliquant 252 protéines jouant un rôle dans le développement 

des cancers. De manière surprenante, des voies impliquées dans le développement de 

tumeur et de carcinomes était prédites comme étant significativement activée par 

l’exposition à l’alcool in vivo dans le modèle de villosité entière. Également, des protéines 

retrouvées dans le secrétome sont impliquées dans les phénomènes d’angiogenèse et 

d’inflammation, et pourraient être le reflet d’un effet rapide de l’alcool au niveau de la 

vascularisation placentaire. La sécrétion de ces protéines est diminuée par le passage de 

l’alcool in vitro pendant 2h.  
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En conclusion générale de ce travail de doctorat, nous avons mis une évidence 

l’importance réelle d’étudier l’impact de l’alcool sur le placenta dans le cadre des troubles 

causés par l’alcoolisme fœtal. Nous avons caractérisé pour la première fois le Syndrome 

d’Alcoolisme Placentaire (SAP) par de nombreuses atteintes fonctionnelles mais 

également par une « mémoire » du placenta au passage de l’alcool. De la même manière 

nous avons permis l’ouverture d’un nouvel axe d’étude de la neuroplacentologie par la 

découverte de l’expression de 73 récepteurs aux neurotransmetteurs au niveau du 

placenta humain en apportant une cartographie placentaire basée sur les différents 

stades de développement placentaire. Enfin nous avons permis de mettre en évidence une 

dizaine de biomarqueurs placentaires potentiels d’alcoolisation in utero. Certains de ces 

biomarqueurs sont directement liés au développement cérébral et permettraient de 

renforcer les études de l’axe placenta-cerveau.  

A partir de ce travail, de nombreuses perspectives sont envisageables. Il est nécessaire de 

poursuivre les recherches pour établir un lien entre altération neurologique, 

dysfonctionnement placentaire et compensation de l’unité fœto-placentaire pour le 

maintien de la grossesse.  

Tout d’abord l’exploration de l’hCG comme biomarqueur de l’exposition à l’alcool in vivo. 

Notamment une étude sur une cohorte plus importante avec un dosage dans le sang de 

cordon et le sang maternel accompagné de l’analyse des secrétions par les trophoblastes 

en culture devrait nous permettre d’éclaircir cette voie.  

Par nos différentes analyses et via la diversité des échantillons placentaires des femmes 

ayant consommé de l’alcool au cours de leur grossesse, nous avons pu mettre en évidence 

une mémoire placentaire de l’exposition à l’alcool in vivo, et ce, peu importe la dose ou le 

temps d’exposition. Plusieurs axes majeurs peuvent être développés :  

- Obtenir une cohorte prospective d’échantillons placentaires, de sang maternel et 

de sang de cordon afin de vérifier plusieurs hypothèses. Nos collaborations 

actuelles pourront se poursuivre en lien avec le réseau TSAF-R.  

 

- Une analyse épigénétique, et en particulier les méthylations de l’ADN de villosités 

placentaires exposées à l’alcool in vivo en comparaison avec les villosités 

« contrôle » sera déterminant dans la compréhension des mécanismes de mémoire 
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placentaire. De plus l’analyse du méthylome de villosités placentaires issues d’IVG 

précoces (avec une attention particulière à ne récupérer que des prélèvements 

n’ayant pas été exposés à l’alcool in vivo, si possible avec une étude clinique et 

consentement précis) nous permettrait de comprendre l’impact de l’alcool sur les 

mécanismes de maturation placentaire. Une signature épigénétique du placenta et 

dans le sang de cordon pourrait être établie afin d’identifier des biomarqueurs 

précoces supplémentaires associés à l’exposition prénatale à l’alcool.  

 

- Les voies de signalisation sont au centre des régulations. Ainsi une analyse de la 

phosphorylation des protéines via un phosphoprotéome et/ou de 

l’ubiquitinylation nous permettrait d’augmenter encore la compréhension des 

mécanismes, notamment au niveau de l’angiogenèse placentaire. En effet, l’étude 

de la phosphorylation des protéines dont l’expression est impactée par l’alcool in 

vivo nous permettrait d’affirmer ou d’infirmer les voies de signalisation proposées 

pour expliquer l’effet de l’alcool au niveau de la barrière placentaire. Le suivi de 

l’ubiquitinylation serait intéressant à étudier dans le contexte de la régulation par 

PTEN. De plus cette analyse nous permettrait de mettre en évidence des 

modifications post traductionnelle induite par l’exposition du placenta à l’alcool in 

vivo.  

 

- Une analyse des voies de cancérogenèse au niveau placentaire afin de mettre en 

avant le rôle de l’alcool comme facteur de risque pour l’enfant de développer des 

maladies chroniques à terme, comme les cancers. Nous suspectons un lien entre 

exposition à l’alcool avec des marqueurs placentaires et la carcinogenèse. Ainsi, en 

s’appuyant sur des modèles animaux, nous pourrons générer un profil moléculaire 

détaillé de la programmation périnatale et placentaire par l’alcool. 

 

- Une analyse complète (Western Blot et RTqPCR) de chacune des protéines 

pouvant être un biomarqueur potentiel d’alcoolisation au cours de la grossesse 

sera nécessaire afin d’affirmer l’intérêt réel de leur étude dans le cadre des TCAF.  
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- Enfin, des analyses grâce au modèle de perfusion nous permettrait d’étudier 

l’impact de transporteurs/récepteurs dérégulés en utilisant des substrats de ces 

protéines membranaires dans des conditions pathologiques (placentas alcool) ou 

des inhibiteurs spécifiques de transporteurs/récepteurs afin de mieux 

appréhender les échanges entre mère et fœtus.  
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Annexe 1 : Table des amorces  

Table des amorces hors plaques coatées  

RPLO 

F 5’- AACATCTCCCCCTTCTCCT-3’ 

R 5’-ACTCGTTTGTACCCGTTGAT-3’ 

RPL13 

F 5’ AAGGTCGTGCGTCTGAAG 3’ 

R 5’ GAGTCCGTGGGTCTTGAG 3’ 

SHDA 

F 5’ CCACCACTGCATCAAATTCATG 3’ 

R 5’ TGGGAACAAGAGGGCATCTG 3’ 

GCM1 

F 5’ CTGACAAGGCTTTTTTCTTCACA 3’ 

R 5’ CCAGACGGGACAGGTTT 3’ 

CD146 

F 5’-GGGCCTCAGGCAACTTCA-3’ 

R 5’-TTGGTGCACACGGAAAATCA-3’ 
 

 

 

 

 

 

Annexe 2 : Table supplémentaire pour les voies de signalisation 
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Annexe 3 : Légende IPA d’Ingenuity  
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Annexe 4 : Préparation du gradient de percoll  
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SOFTWARE; P-VALUE> 0.05; P-VALUE ≤ 0.05 (*); P-VALUE ≤ 0.01 (**); P-VALUE ≤ 0.001 (***); P-VALUE ≤ 0.0001 

(****). STATISTICAL RESULT: A) ALCOHOL VS CONTROL 24H= NS; ALCOHOL VS CONTROL 48H=*; ALCOHOL VS CONTROL 

72H=****. B) WITH ANOVA TWO WAY+ SIDAK’S MULTIPLE COMPARISON TEST ONLY ALCOHOL VS CONTROL SVF48H ARE 

SIGNIFICANT=***; WITH MULTIPLE T-TEST + ASSUME CONSISTENT SD (Α= 0.05%) ALCOHOL VS CONTROL 24H SVF ARE 

SIGNIFICANT TOO = * (0.015); ALCOHOL VS CONTROL 48HSVF= ****. .................................................................. 212 

FIGURE 34 EFFECT OF IN VIVO ALCOHOL ON SECRETION OF PG (PROGESTERONE) IN VITRO   : CONTROL N=8;  : ALCOHOL 

N=5. (A) GRAPHICAL REPRESENTATION OF SECRETION OF PG (NMOL/L)/10-6CELLS BY VCT’S PRIMARY CULTURE FOR 24H-48H 

OR 72H OF INCUBATION WITH SVF MEDIUM. CULTURE MEDIUM OF EACH CONDITION WERE COLLECTED, AND PG WAS 

MEASURED BY AUTOMATE ON THE COCHIN HOSPITAL PLATFORM. (B) GRAPHICAL REPRESENTATION OF SECRETION OF PG 



347 
 

(NMOL/L) BY VILLI INCUBATED WITH SVF MEDIUM. THE SIX FIRST DAY, MEDIUM WAS COLLECTED AND CHANGE EVERY DAY. AT 

THE 6TH DAY, FOR THE SYNCYTIUM RENEWAL, VILLI WERE INCUBATED WITH SVF FOR 24H OR 48H.CULTURE MEDIUM WERE 

COLLECTED, AND PG WAS MEASURED BY AUTOMATE ON THE COCHIN HOSPITAL PLATFORM. STATISTICAL TEST: ANOVA TWO 
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FIGURE 35 EFFECT OF IN VIVO ALCOHOL ON GROWTH HORMONE CANONICAL PATHWAY. PROTEOMIC ANALYSIS OF ALCOHOL VILLI 

(N=5) IN COMPARISON TO CONTROL VILLI (N=5) WERE MADE BY 3P5 PROTEOM’IC PLATFORM AT COCHIN HOSPITAL. ANALYSIS 

OF RELATIVE EXPRESSION/ FOLD CHANGE/ Z-SCORE AND STATISTICAL ANALYSIS WERE MADE BY PERSEUS® MAXQUANT®, 

EXCEL® AND INGENUITY® SOFTWARE. (A): SCHEMATIC REPRESENTATION OF EFFECT OF IN VIVO ALCOHOL ON GROWTH 

HORMONE’S INGENUITY CANONICAL PATHWAYS. ALL LEGENDS ARE DESCRIBED ON LINK: 

HTTPS://QIAGEN.SECURE.FORCE.COM/KNOWLEDGEBASE/ARTICLES/BASIC_TECHNICAL_Q_A/LEGEND.  (B) GRAPHICAL 

REPRESENTATION OF IN VIVO ALCOHOL EFFECT ON 4 PROTEINS IMPLICATED IN GROWTH HORMONE SIGNALING PATHWAY. 

RELATIVE PROTEIN EXPRESSIONS OF PDPK1 (3-PHOSPHOINOSITIDE-DEPENDENT PROTEIN KINASE 1), STAT5A (SIGNAL 

TRANSDUCER AND ACTIVATOR OF TRANSCRIPTION 5A), RPS6KA5 (RIBOSOMAL PROTEIN S6 KINASE ALPHA-5), IGFALS 

(INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR-BINDING PROTEIN COMPLEX ACID LABILE SUBUNIT) ARE EXPRESSED IN FOLD CHANGE 

NORMALIZED ON CONTROL. STATISTICAL ANALYSES ARE MADE BY STUDENT TEST- P-VALUE> 0.05; P-VALUE ≤ 0.05 (*); P-
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FIGURE 36- EFFECT OF IN VIVO ALCOHOL ON METABOLISM OF GLUCOSE. ANALYSIS ON PROTEOME OF ALCOHOL VILLI (N=5) IN 

COMPARISON TO CONTROL VILLI (N=5) WERE MADE BY 3P5 PROTEOM’IC PLATFORM AT COCHIN HOSPITAL. ANALYSIS OF 

RELATIVE EXPRESSION/ FOLD CHANGE/ Z-SCORE AND STATISTICAL ANALYSIS WERE MADE BY PERSEUS®MAXQUANT®, EXCEL® 

AND INGENUITY® SOFTWARE. (A): SCHEMATIC REPRESENTATION OF EFFECT OF IN VIVO ALCOHOL ON METABOLISM OF GLUCOSE 

INGENUITY DISPLAY NETWORK. ALL LEGENDS ARE DESCRIBED ON LINK: 

HTTPS://QIAGEN.SECURE.FORCE.COM/KNOWLEDGEBASE/ARTICLES/BASIC_TECHNICAL_Q_A/LEGEND.  (B) TABLE OF IN VIVO 

ALCOHOL EFFECT ON 47 PROTEINS IMPLICATED IN METABOLISM OF GLUCOSE. RELATIVE PROTEIN EXPRESSIONS OF ABCD3, 
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FIGURE 37- EFFECT OF IN VIVO ALCOHOL ON LXR/RXR ACTIVATION CANONICAL PATHWAY. ANALYSIS ON PROTEOME OF ALCOHOL 

VILLI (N=5) IN COMPARISON TO CONTROL VILLI (N=5) WERE MADE BY 3P5 PROTEOM’IC PLATFORM AT COCHIN HOSPITAL. 

ANALYSIS OF RELATIVE EXPRESSION/ FOLD CHANGE/ Z-SCORE AND STATISTICAL ANALYSIS WERE MADE BY 

PERSEUS®MAXQUANT®, EXCEL® AND INGENUITY® SOFTWARES. (A): SCHEMATIC REPRESENTATION OF EFFECT OF IN VIVO 

ALCOHOL ON LXR/RXR  INGENUITY CANONICAL PATHWAYS. ALL LEGENDS ARE DESCRIBED ON LINK: 

HTTPS://QIAGEN.SECURE.FORCE.COM/KNOWLEDGEBASE/ARTICLES/BASIC_TECHNICAL_Q_A/LEGEND.  (B) GRAPHICAL 

REPRESENTATION OF IN VIVO ALCOHOL EFFECT ON 10 PROTEINS IMPLICATED LXR/RXR SIGNALING PATHWAY. RELATIVE 
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(RETINOL-BINDING PROTEIN 4), APOC1 (APOLIPOPROTEIN C-I), A1BG (ALPHA-1B-GLYCOPROTEIN), REL (PROTO-

ONCOGENE C-REL), FDFT1 (SQUALENE SYNTHASE) ARE EXPRESSED IN FOLD CHANGE NORMALIZED ON CONTROL. STATISTICAL 

ANALYSES ARE MADE BY STUDENT TEST- P-VALUE> 0.05; P-VALUE ≤ 0.05 (*); P-VALUE ≤ 0.01 (**); AND FISHER TEST (-
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FIGURE 38 EFFECT OF IN VIVO ALCOHOL ON PPARΑ/RXRΑ ACTIVATION CANONICAL PATHWAY. ANALYSIS ON PROTEOME OF ALCOHOL 

VILLI (N=5) IN COMPARISON TO CONTROL VILLI (N=5) WERE MADE BY 3P5 PROTEOM’IC PLATFORM AT COCHIN HOSPITAL. 

ANALYSIS OF RELATIVE EXPRESSION/ FOLD CHANGE/ Z-SCORE AND STATISTICAL ANALYSIS WERE MADE BY 

PERSEUS®MAXQUANT®, EXCEL® AND INGENUITY® SOFTWARES. (A): SCHEMATIC REPRESENTATION OF EFFECT OF IN VIVO 

ALCOHOL ON PPARΑ/RXRΑ INGENUITY CANONICAL PATHWAYS. ALL LEGENDS ARE DESCRIBED ON LINK: 

HTTPS://QIAGEN.SECURE.FORCE.COM/KNOWLEDGEBASE/ARTICLES/BASIC_TECHNICAL_Q_A/LEGEND.  (B) GRAPHICAL 

REPRESENTATION OF IN VIVO ALCOHOL EFFECT ON 5 PROTEINS IMPLICATED PPARΑ/RXRΑ SIGNALING PATHWAY. RELATIVE 

PROTEIN EXPRESSIONS OF ACAA1 (3-KETOACYL-COA THIOLASE, PEROXISOMAL), APOA1 (APOLIPOPROTEIN A-I), GPD2 

(GLYCEROL-3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE, MITOCHONDRIAL), GRB2 (GROWTH FACTOR RECEPTOR-BOUND PROTEIN 2), REL 
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STUDENT TEST- P-VALUE> 0.05; P-VALUE ≤ 0.05 (*); AND FISHER TEST (-1.5<FC>1.5) ............................................ 233 

FIGURE 39- EFFECT OF IN VIVO ALCOHOL ON ERK/MAPK CANONICAL PATHWAY. ANALYSIS ON PROTEOME OF ALCOHOL VILLI (N=5) 

IN COMPARISON TO CONTROL VILLI (N=5) WERE MADE BY 3P5 PROTEOM’IC PLATFORM AT COCHIN HOSPITAL. ANALYSIS OF 

RELATIVE EXPRESSION/ FOLD CHANGE/ Z-SCORE AND STATISTICAL ANALYSIS WERE MADE BY PERSEUS® MAXQUANT®, EXCEL® 

AND INGENUITY® SOFTWARES. (A): SCHEMATIC REPRESENTATION OF EFFECT OF IN VIVO ALCOHOL ON GROWTH HORMONE’S 

INGENUITY CANONICAL PATHWAYS. ALL LEGENDS ARE DESCRIBED ON LINK: 

HTTPS://QIAGEN.SECURE.FORCE.COM/KNOWLEDGEBASE/ARTICLES/BASIC_TECHNICAL_Q_A/LEGEND.  (B) GRAPHICAL 

REPRESENTATION OF IN VIVO ALCOHOL EFFECT ON 8 PROTEINS IMPLICATED ERK/MAPK SIGNALING PATHWAY. RELATIVE 

PROTEIN EXPRESSIONS OF GRB2(GROWTH FACTOR RECEPTOR-BOUND PROTEIN 2), BCAR1 (BREAST CANCER ANTI-ESTROGEN 

RESISTANCE PROTEIN 1), ITGA2 (INTEGRIN ALPHA-2), ITGA3 (INTEGRIN ALPHA-3), ITGA2B (INTEGRIN ALPHA-IIB), ITGAM 
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FIGURE 40- EFFECT OF IN VIVO ALCOHOL ON PI3K/AKT CANONICAL PATHWAY. ANALYSIS ON PROTEOME OF ALCOHOL VILLI (N=5) IN 

COMPARISON TO CONTROL VILLI (N=5) WERE MADE BY 3P5 PROTEOM’IC PLATFORM AT COCHIN HOSPITAL. ANALYSIS OF 

RELATIVE EXPRESSION/ FOLD CHANGE/ Z-SCORE AND STATISTICAL ANALYSIS WERE MADE BY PERSEUS® MAXQUANT®, EXCEL® 
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FIGURE 45- STUDY OF EXPRESSION OF CD146 IN TROPHOBLAST TISSUE. VILLOUS EXPLANT OF N=4 PLACENTA “CONTROL” AND N=4 
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WITH CD146 (RED), DAPI (BLUE) (NUCLEUS) AND CK7 (GREEN) (MEMBRANE AND STRUCTURE OF VILLI) ANTIBODY. AFTER 

FLUORESCENT SECONDARY ANTIBODY INCUBATION AND MOUNTING OF MICROSCOPY SLIDES, VILLI HAVE BEEN WATCHED ON 

LEICA CONFOCAL MICROSCOPY (X40 WITH OIL). HERE, THE PICTURE REPRESENTS VILLI EXPOSED OR NOT TO IN VIVO 

ALCOHOLAND SUR-EXPOSED TO ALCOHOL FOR 48H COMPARED TO SVF. ARROWS HAVE BEEN PLACED AT SOME INTERESTING 
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 : CONTROL N=6) ARE INCUBATED WITH SVF AND EXPOSED OR NOT AT [0.5G/L] OR [2G/L] ETOH FOR 24H-48H OR 72H. 

STATISTICAL ANALYSES ARE MADE BY ONE WAY ANOVA- P-VALUE> 0.05; P-VALUE ≤ 0.05 (*); P-VALUE ≤ 0.01 (**); P-
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PROTEOMIC ANALYSIS OF ALCOHOL VILLI (N=5), LATE ABORTION VILLI (N=5) AND EARLY ABORTION (N=5)  IN COMPARISON TO 
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ANALYSES ARE MADE BY STUDENT TEST- P-VALUE> 0.05; P-VALUE ≤ 0.05 (*); P-VALUE ≤ 0.01 (**); P-VALUE ≤ 0.001 

(***); P-VALUE ≤ 0.0001 (****);   : CONTROL N=5;  : ALCOHOL N=5;  : LATER ABORTION N=5; : EARLY 
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FIGURE 47- SYNTHESIS OF PLACENTAL ANGIOGENESIS PATHWAY IN PHYSIOLOGICAL WAY. CD44 IS CAPABLE TO COMPLEX WITH 

ADAM10 AND BIND TO VEGF RECEPTOR. THIS ACTION ENHANCES THE ACTIVATION PI3K/ AKT AND MTOR PATHWAY. SOME 

REGULATORS ARE IMPLICATED IN THIS WAY LIKE RTK RECEPTOR (WHICH CAN BE ACTIVATED BY IL6 AND CD44 TOO) WHICH IS 

AN ACTIVATOR OF PI3K/AKT PATHWAY; OR PTEN WHICH IS AN INHIBITOR OF PI3K/AKT PATHWAY. ANOTHER WAY 

REPRESENTED ON LEFT SIDE IS THE HCG/LH PATHWAY; HCG CAN BIND ON HIS RECEPTOR AND ACTIVATE TWO WAYS: FIRST IS 

THE ACTIVATION OF COMPLEX PLC/GQ-PROTEIN (AN ACTIVATOR OF PI3K/AKT); THE SECOND WAY IS THE ACTIVATION BY GS 

PROTEIN OF THE AMPC/PKA PATHWAY, WHICH IS A POSITIVE REGULATOR OF GCM1 (NECESSARY TO ST FUSION). GCM1 IS 
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FIGURE 48- EFFECT OF IN VIVOALCOHOL ON ADAM10 EXPRESSION AND EVOLUTIONARY CARTOGRAPHY. A) GRAPHICAL 

REPRESENTATION OF MRNA EXPRESSION OF ADAM10 IN VILLI. 4 TYPES OF VILLI ARE ANALYSED: C= TERM CONTROL; AL= IN 
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PROTEOM’IC PLATFORM AT COCHIN HOSPITAL. ANALYSIS OF RELATIVE EXPRESSION/ FOLD CHANGE AND STATISTICAL ANALYSIS 

WERE MADE BY MAXQUANT®, EXCEL® AND INGENUITY® AND GRAPHPAD PRISM SOFTWARE. RELATIVE PROTEIN EXPRESSION OF 
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VALUE> 0.05; P-VALUE ≤ 0.05 (*); P-VALUE ≤ 0.01 (**); P-VALUE ≤ 0.001 (***);   : CONTROL N=5;  : ALCOHOL 
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FIGURE 49- EFFECT OF IN VIVOALCOHOL ON CD44 EXPRESSION AND EVOLUTIONARY CARTOGRAPHY. GRAPHICAL REPRESENTATION OF 
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