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Résumé 

La consommation d’alcool pendant la grossesse peut entraîner des conséquences néfastes sur le 

développement de l’enfant et mener aux troubles du spectre de l’alcoolisation fœtale (TSAF). 

Cependant on en connaît peu sur son effet durant la période de préimplantation. Cette période 

est reconnue comme étant sensible à l’environnement, majoritairement dû au fait qu’elle est 

caractérisée par la reprogrammation dynamique des profils de méthylation de l’ADN. L’alcool est 

reconnu pour altérer les mécanismes impliqués dans les processus de méthylation de l’ADN (e.g., 

cycle du folate, actions des DNMTs). Récemment, nous avons démontré qu’une exposition 

prénatale à l’alcool éthylique durant la préimplantation altère les futurs profils de méthylation de 

l’ADN du cerveau et augmente le nombre de défauts morphologiques à la mi-gestation. Il n’y a 

présentement aucun traitement pour les TSAF, mais certaines études suggèrent qu’une diète 

enrichie en donneurs de groupement méthyles (e.g., folate, choline), nécessaires aux réactions 

de méthylation, pourrait atténuer les effets d’une exposition prénatale à l’alcool. C’est pourquoi 

nous avons voulu déterminer si une diète enrichie en donneurs de groupements méthyles pouvait 

apporter une protection aux embryons ayant subi une exposition prénatale à l’alcool durant la 

préimplantation. Pour ce faire, une diète standard ou enrichie a été donné à des souris 4 semaines 

avant la gestation et pendant celle-ci. Les femelles gestantes ont reçu une dose d’alcool au jour 

E2.5, puis nous avons récolté les embryons à E10.5 et E18.5 pour évaluer les anomalies physiques 

et faire l’analyse de la méthylation des cerveaux antérieurs. Nos résultats démontrent que la diète 

enrichie prévient ou élimine un certain nombre de défauts morphologiques à E10.5 et E18.5. Nous 

avons aussi observé que la diète enrichie n’affectait pas la mise en place et le maintien de la 

méthylation et l’expression des gènes à empreintes durant le développement.  La diète enrichie 

en donneurs de groupements méthyles aide donc à prévenir certains effets nuisibles de 

l’exposition prénatale à l’alcool survenant durant la préimplantation. 

Mots-clés : Épigénétique, méthylation de l’ADN, exposition prénatale à l’alcool, Troubles du 

spectre de l’alcoolisation fœtale, développement embryonnaire, environnement maternel, 

troubles neurodéveloppementaux, donneurs de groupements méthyles, diète enrichie, folate  





 

Abstract 

Alcohol consumption during pregnancy can have a significant impact on the development of the 

child and lead to fetal alcohol spectrum disorders (FASD). Nonetheless, little is known about its 

effect during the pre-implantation period. However, we know that this period is very sensitive to 

the environment, mainly because of major reprogramming of DNA methylation patterns. 

Moreover, alcohol can alter the mechanisms involved in DNA methylation processes (e.g., folate 

cycle, actions of DNMTs). Recently, we have shown that prenatal alcohol exposure (PAE) during 

preimplantation alters future DNA methylation patterns of the young embryo brain and increases 

the number of morphological defects. There is currently no treatment for FASD, but studies 

suggest that a diet enriched in methyl donors (e.g., folate, choline), which are necessary for 

methylation reactions, may mitigate the effects of PAE. Therefore, we wanted to determine if a 

diet enriched in methyl group donors could provide protection to embryos against a PAE during 

preimplantation. To do so, a standard or enriched diet was given to mice 4 weeks before and 

during gestation. Pregnant females were exposed to alcohol at day E2.5, then we harvested 

embryos (E10.5, E18.5) to assess physical abnormalities and analyse forebrain methylation. Our 

results demonstrate that the enriched diet reduces or eliminate defects at E10.5 and E18.5. We 

also observed that the fortified diet did not affect the establishment and maintenance of 

methylation and expression of imprinted genes during development. Thus, our results show that 

a methyl enriched diet can prevent some of the adverse effects of prenatal alcohol exposure 

occurring during preimplantation. 

 

Keywords: Epigenetic, DNA methylation, prenatal alcohol exposure, Fetal alcohol spectrum 

disorders, embryonic development, maternal environment, neurodevelopmental disorders, 

methyl donors, enriched diet, folate 
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Chapitre 1 – Introduction 

Une exposition prénatale à l’alcool peut avoir des conséquences graves sur le développement de 

l’enfant et mener aux troubles du spectre de l’alcoolisation fœtale (TSAF). Ces troubles englobent 

un éventail d’incapacités cognitives et physiques qui sont permanentes pour les enfants nés de 

mères qui ont consommé de l'alcool pendant la grossesse.  Il n’existe présentement aucun 

traitement pour empêcher ou rectifier les déficits associés au TSAF. Même si on sait qu’une 

exposition à l’alcool est néfaste à tout moment pendant la grossesse, il demeure que nous 

connaissons très peu l’effet de l’alcool durant les premiers jours de gestation, soit pendant la 

période de préimplantation. Le fait que la moitié des grossesses sont non-planifiées, qu’il est 

impossible de détecter un signe de grossesse à ce stade du développement, et qu’il y a un taux 

croissant de consommation excessive d’alcool chez les jeunes femmes font que cette période 

représente un risque élevé d’exposition [1-7]. De plus, la période de préimplantation est 

particulièrement sensible aux perturbations provenant de l’environnement maternel puisque lors 

des premières divisions cellulaires, les profils épigénétiques (e.g., méthylation de l’ADN) sont 

activement reprogrammés chez l’embryon. La mise en place des profils de méthylation d’ADN est 

cruciale pour le bon développement de l’embryon/fœtus, mais peut être affectée par l’alcool qui 

est connu pour altérer les mécanismes qui participent dans la méthylation de l’ADN (e.g. action 

des DNMTs, cycle du folate). Dans l’une de nos récentes études, nous avons démontré qu’une 

exposition prénatale à l’alcool éthylique durant la période préimplantatoire augmentent le 

nombre de défauts morphologiques et affectent les profils de méthylation d’ADN à long terme 

dans le cerveau antérieur chez l’embryon à mi-gestation [8]. Comme plusieurs nutriments sont 

impliqués dans la production de groupements méthyles nécessaires pour la méthylation d’ADN, 

des études suggèrent qu’une diète maternelle enrichie en donneurs de groupements méthyles 

pourrait atténuer les effets de l’alcool en prévenant certaines anomalies embryonnaires [9-14]. 

Suivant cette rationnelle, pendant ma maitrise j’ai voulu définir si un régime maternel enrichi en 

donneurs de méthyles protège les embryons préimplantatoires de l'exposition à l'alcool et 

améliore le développement embryonnaire. Dans les prochaines sous-sections, je vais réviser 

différents concepts rattachés à ce sujet. 
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1.1 Période préimplantatoire et vulnérabilité de l’embryon  

La période préimplantatoire du développement embryonnaire commence dès la fécondation de 

l’ovocyte par le spermatozoïde, et prend fin lorsque l’embryon s’implante dans l’utérus de la mère 

(Figure 1). Ce processus est similaire chez tous les mammifères, cependant sa durée peut différer 

selon l’espèce (e.g., 4 jours chez la souris, 7 jours chez l’humain). Lors de cette période, l’embryon 

se déplace dans les trompes de Fallope vers l’utérus afin de s’implanter; le moment où l'embryon 

se fixe dans la paroi de la cavité utérine. Durant ce trajet, l’embryon va subir des changements 

dans son environnement, entre autres, au niveau des facteurs de croissances et des nutriments 

qui permettent le développement de celui-ci [15-17]. De plus, divers facteurs externes (e.g., 

nutrition, alcool) ou expériences (e.g., stress, dépression) subies par la mère peuvent venir 

influencer l’environnement utérin et avoir un impact positif ou négatif sur le développement du 

jeune embryon. Puisqu’une chaîne d’évènements (e.g., première spécification cellulaire, 

reprogrammation épigénétique) hautement coordonnés se succèdent au cours des premiers 

jours de développement embryonnaire, toute perturbation dans ce processus pourrait venir 

influencer le développement pré et postnatal. 
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Figure 1. –  Développement de l’embryon de la souris durant la période préimplantatoire. Suite à 

l’ovulation, l’ovocyte entre dans les trompes utérines où il sera fécondé par le spermatozoïde. 

Il subira ensuite plusieurs divisions cellulaires avant de s’implanter dans l’utérus.  

 (© 2001 Terese Winslow) [18]   

1.1.1 Développement de l’embryon au cours de la préimplantation 

Lorsque l’embryon 1-cellule entame sa migration en direction de l’utérus, il débute un processus 

de divisions cellulaires rapides. Ces divisions cellulaires sont dites réductrices puisque le nombre 

de cellules augmentent sans changer le volume de l’embryon. Le jeune embryon est protégé par 

une barrière, établie par l’ovocyte, qui se nomme zone pellucide. Cette matrice extra-cellulaire 

est composée de glycoprotéines sulfatées qui sont également importantes dans le processus de 

fécondation.  Lorsque l’embryon atteint le stade 4-cellules, les cellules vont commencer à 

exprimer les jonctions d’adhérence menant au processus de compaction. Au stade 8-cellules, la 

polarité des cellules est établie via des protéines se trouvant à leur surface et selon l’orientation 
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de la division cellulaire, les divisions seront symétriques ou asymétriques afin d’établir différentes 

polarités dans les cellules filles subséquentes [19-21]. Les divisions asymétriques permettent 

aussi le début de la différenciation des cellules notamment en cellules du trophectoderme qui 

formeront le placenta et les tissus extra-embryonnaires ainsi qu’en cellules de la masse interne 

qui est composée des cellules souches nécessaires au développement de l’embryon. Au stade de 

blastocyste, ces deux lignées cellulaires sont distinctes et une cavité de fluide est formée [22, 23]. 

Cette cavitation amniotique permet l’expansion du blastocyste pour que ce dernier puisse briser 

et sortir de la zone pellucide afin de débuter son implantation dans l’utérus [22] . 

1.1.2 Vulnérabilité de la période préimplantatoire 

Plusieurs études ont démontré que l’environnement maternel a une grande influence sur le 

devenir de l’enfant, et que la présence d’un environnement suboptimal ou néfaste peut 

augmenter les chances de développer des maladies (revu dans [24, 25]). Nous n’avons qu’à 

penser aux études épidémiologiques du Dr. David Barker, qui ont mené à l’élaboration de la 

théorie des origines développementales de la santé et maladie (DOHaD : Developmental Origins 

of Health and Disease). Entre autres, il a été démontré qu’une sous-nutrition pendant la gestation 

était un contributeur important du faible poids à la naissance et à l’origine précoce de troubles 

cardiaques et métaboliques à l'âge adulte due à une mauvaise programmation fœtale [26-28]. 

Cependant, on connait moins les effets d’un environnement maternel suboptimal (e.g., stress, 

nutrition, alcool, drogues) sur le jeune embryon lors de la période de préimplantation.  

L’étude d’impacts environnementaux nocifs pendant la période préimplantatoire a longtemps été 

ignorée puisqu’on pensait qu’un embryon ayant subi une exposition lors de la préimplantation 

passait par un principe de tout ou rien; c’est-à dire que l’embryon succomberait à l’exposition ou 

ne subirait aucun effet à long terme [29]. Cette idée a été depuis abandonnée puisque plusieurs 

études démontrent que même le contact avec les cellules de l’appareil reproducteur de la mère 

peut avoir un effet sur le développement de l’embryon notamment via des mécanismes 

épigénétiques dynamiques lors de cette période (revu dans [29]). Maintenant, un nombre 

d’études démontrent qu’un impact néfaste pendant la mise en place des profils épigénétiques de 

l’embryon peut mener à différents problèmes développementaux (revu dans [24, 25]). Par 
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exemples, des études in vivo chez la souris ont démontré qu’une exposition durant la 

préimplantation par des composés chimiques (e.g., bisphénol A (BPA), méthoxychlore) ou l’alcool 

éthylique pouvaient entraver le développement de l’embryon en causant, entre autres, des 

retards de croissance [8, 30, 31]. En effet, une exposition au BPA de 100mg/kg/jour de E0.5-E3.5 

causaient un retard de développement et plusieurs embryons se retrouvaient aux stades de 

morula au lieu de blastocyste [30]. 

De plus, les technologies de reproduction assistée (e.g. fécondation in vitro, culture d’embryons 

in vitro, vitrification d’embryons) sont de bons exemples pour démontrer la vulnérabilité de 

l’embryon durant la période préimplantatoire. Bien que la plupart des enfants issus de la 

reproduction assistée sont en santé, ces techniques sont associées à un risque plus élevé de 

prééclampsie, d’une restriction de croissance intra-utérine, de défauts à la naissance [32-35]  et 

des troubles de l’empreinte génomique [36, 37]. Une étude a d’ailleurs démontré que ces 

technologies augmentaient l’incidence de 4 types de désordres de l’empreinte chez l’humain 

soient les syndromes de Beckwith-Wiedemann, Angelman, Prader-Willi et Silver-Russel [38]. 

Plusieurs ont émis l’hypothèse que le maintien de la méthylation d’ADN sur les régions associées 

à ces syndromes peut être affecté à la suite des manipulations in vitro. Au cours des dernières 

décennies, les technologies de reproduction assistée ont beaucoup évolué et, à ce jour, il ne 

semble toujours pas y avoir de protocole standard à travers les cliniques, ou en recherche. En 

effet, au tout début de la culture des embryons in vitro, les laboratoires utilisaient un niveau 

d’oxygène de 20% jusqu’à ce que des études démontrent que le niveau d’oxygène dans l’appareil 

reproducteur de la femme était inférieur soit entre 2% et 8% et semblait plus optimal entre 5-7% 

puisqu’une plus grande proportion d’embryons atteignait le stade de blastocyste [39, 40]. La 

concentration d’oxygène dans le milieu de l’embryon est importante puisqu’elle régule des 

événements du développement préimplantatoire de l’embryon et une concentration trop élevée 

peut arrêter le développement de l’embryon en plus d’affecter la transcriptomique et 

l’épigénomique via le stress oxydatif (revu dans [40-44]). Les composants des milieux de culture 

pour la culture in vitro d’embryons ont aussi beaucoup changé avec le temps. Par exemple, 

l’utilisation de sérum ou de milieux de culture utilisés pour les tissus a cessé après que des études 

ont démontré qu’ils avaient des effets néfastes au niveau de la morphologie et du métabolisme 
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de l’embryon (e.g. production excessive de lactate, dégénération de la mitochondrie, syndrome 

du gros veau (Large offspring syndrome) [45].  Cependant, les milieux de culture présentent 

encore des manques ou des excès de facteurs clés et de métabolites comparativement aux fluides 

de l’environnement maternel. Une étude a démontré que les milieux actuels avaient tous un effet 

variable sur la méthylation des régions à empreintes des embryons tels que H19, Peg3 et Snrpn. 

Cependant, certains milieux arrivaient à mieux maintenir la méthylation [36]. Une autre étude a 

ajouté des fluides de l’appareil reproducteur de la mère au milieu de culture et ont démontré 

qu’avec cette addition au milieu de culture, les embryons avaient moins d’anomalies 

morphologiques, épigénétiques et transcriptomiques [46]. Ce qui démontre de surcroît la 

vulnérabilité de l’embryon durant la période préimplantatoire et l’importance que 

l’environnement possède tous les nutriments et facteurs de croissances nécessaires à un 

développement sain. De plus, une étude chez la souris a montré que la cryopréservation des 

embryons par vitrification était associée à des altérations épigénétiques. Une baisse de la 

méthylation a été observé au niveau de certains gènes à empreinte maternelle, ce qui a augmenté 

leur expression et favorisé la restriction de croissance de l’embryon [47]. Comme il est possible 

que plusieurs techniques de reproduction soient utilisées, cela apporte des questionnements par 

rapport aux possibles effets cumulatifs de diverses techniques. La sévérité de l’impact déprendra 

du type de techniques utilisées, du stade embryonnaire où ces techniques sont effectuées ainsi 

que du nombre de cellules affectées. 

Le placenta et son développement peut aussi être affecté à la suite d’une exposition pendant la 

période préimplantatoire puisque les cellules du trophectoderme proviennent des blastomères 

présents dans l’embryon préimplantatoire. Il a même été démontré que les tissus du 

trophectoderme étaient plus sensibles aux perturbations et subissaient une perte plus 

importante de méthylation que les tissus de l’embryon après l’utilisation de techniques de 

reproduction assistée (revu dans [24, 48, 49]). Une mauvaise fonction placentaire peut aussi 

mener à des conséquences négatives sur l’embryon puisque le placenta est un intermédiaire 

essentiel entre l’embryon et la mère. Toutefois, pour mon projet je me suis uniquement 

concentrée sur le développement de l’embryon. 
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1.1.3 Reprogrammation de la méthylation de l’ADN chez l’embryon 

préimplantatoire 

Un des facteurs qui joue un rôle clé dans la vulnérabilité du jeune embryon préimplantatoire est 

notamment dû à une vague de reprogrammation dynamique qui remodèle les profils de 

méthylation de l’ADN sur le génome embryonnaire (Figure 2). Avant de discuter de ce processus 

dynamique, je ferai un bref rappel des modifications épigénétiques et plus particulièrement de la 

méthylation de l’ADN.   

1.1.3.1 Les enzymes impliquées dans la méthylation de l’ADN 

Une des modifications épigénétiques la plus étudiée et la mieux comprise est la méthylation de 

l’ADN. La méthylation de l’ADN est effectuée par les ADN méthyltransférases (DNMTs) qui 

ajoutent un groupement méthyle (CH3) sur les cytosines principalement dans un contexte de 

dinucléotides cytosine-phosphate-guanine (CpG) [50, 51]. La méthylation de l’ADN joue un rôle 

important dans la répression de la transcription des gènes. Elle est essentielle à différents 

processus physiologiques tels que l’empreinte génomique, l’inactivation des éléments 

transposables et l’inactivation du chromosome X [52, 53].  

Les enzymes responsables de la méthylation de novo de l’ADN sont DNMT3A et DNMT3B. Elles 

permettent donc d’établir les nouveaux profils de méthylation menant à la détermination des 

lignées cellulaires de l’embryon et sont notamment responsables de l’établissement des profils 

de méthylation au niveau des gènes à empreinte dans les gamètes [50, 54, 55]. Pour que leur 

activité soit optimale, DNMT3A et DNMT3B requièrent la présence de DNMT3L (DNA 

methyltransferase-like) qui est similaire au DNMTs, mais qui ne possède pas de fonction 

enzymatique [56]. L’enzyme DNMT1 permet l’héritabilité de la méthylation en maintenant celle-

ci lors des divisions cellulaires [51]. Celle-ci agit lors des divisions cellulaires, car elle préfère des 

substrats hémi-méthylés qui sont présents durant ce processus cellulaire puisque seulement le 

brin parental est méthylé lors de la réplication de l’ADN. L’enzyme DNMT1 est aussi essentielle 

au maintien de la méthylation des gènes à empreintes qui permettent le développement normal 

de l’embryon lors de la reprogrammation de l’épigénome [51].  
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La méthylation de l’ADN est très stable, mais reste un processus dynamique sensible à son 

environnement lors des différentes périodes du développement afin de réguler l’expression des 

gènes y étant associés. Il est donc parfois nécessaire de retirer la méthylation afin de permettre 

l’expression de certains gènes. La déméthylation de l’ADN ne peut se faire directement et se fera 

donc de manière passive ou active. La déméthylation passive est due à une baisse de l’activité de 

DNMT1 causant la perte de la méthylation dans les divisions cellulaires subséquentes [57, 58]. La 

déméthylation active, quant à elle, sera conduite par des enzymes qui vont modifier les 

groupements méthyles présents sur les cytosines. Celles-ci sont les enzymes ten-eleven 

translocation (TET1, TET2, TET3) qui sont des dioxygénases [59]. Elles agissent en convertissant 

une 5-méthylcytosine (5mC) en 5-hydroxyméthylcytosine (5hmC) par oxydation, la cytosine n’est 

donc plus reconnue comme méthylée et il y aura une déméthylation passive lors des divisions 

cellulaires subséquentes [59-61]. Les enzymes TET possède aussi un mécanisme de déméthylation 

active qui permet de convertir une 5mC en 5-formylcytosine (5fC), puis en 5-carboxylcytosine 

(5caC) et celles-ci peuvent être excisées par le mécanisme d’excision de base médié par la 

thymine-DNA glycosylase (TDG) [62, 63]. 

Il y a 20-30 millions, dépendamment de l’espèce, de sites CpGs répartis à travers le génome, et 

ceux-ci auront des effets différents selon leur localisation (e.g., enhancers, promoteurs, corps du 

gène). Plusieurs études démontrent que la méthylation localisée dans le corps du gène (e.g. 

exons, introns) représente des gènes activement transcrits tandis que la méthylation au niveau 

des promoteurs est associée à une répression des gènes [64, 65]. Chez les mammifères, les 

promoteurs contenant des îlots CpG (c.-à.-d. des régions ayant une plus grande densité de CpGs) 

contrôlent l’expression de 60-80% des gènes selon l’espèce [66, 67]. Il a été observé que la 

méthylation au niveau des promoteurs contenant un ilot CpG réprime l’expression des gènes en 

empêchant le recrutement de la machinerie de transcription, tout en recrutant des complexes 

qui viendront fortifier l’environnement répressif. Inversement, lorsque la méthylation est absente 

à ces promoteurs, la chromatine devient accessible et une activation de la transcription est 

observée [68-71].  
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1.1.3.2 La vague de reprogrammation 

Avant la fécondation, les cellules germinales mâle (spermatozoïde) et femelle (ovocyte) sont 

essentiellement dépourvues de méthylation d’ADN et acquièrent leurs profils au cours de leur 

maturation et de leur développement. Au final, le spermatozoïde a un pourcentage de CpGs 

méthylés d’environ 85%, contrairement à 30% pour l’ovocyte [72]. Après la fécondation de 

l’ovocyte par le spermatozoïde, les génomes parentaux du zygote subissent une vague de 

déméthylation à l’exception des régions différentiellement méthylées du génome (Figure 2, [52, 

53]). Le génome paternel provenant du spermatozoïde est d’abord déméthylé activement par 

TET3 durant les premières heures suivant la fécondation, puis passivement à partir de la première 

division mitotique tandis que le génome maternel conserve sa méthylation jusqu’à la première 

division cellulaire pour être ensuite déméthylé passivement. Cette déméthylation va se 

poursuivre pour les deux génomes parentaux jusqu’à l’implantation de l’embryon (humain: E7.0, 

souris: E4.0) [73-77]. Cette reprogrammation épigénétique est nécessaire pour que l’embryon 

puisse acquérir l’expression de transcrits à partir de son propre génome ainsi qu’à réguler 

l’expression spécifique des gènes impliqués dans son développement. 

Lors de cette perte globale de la méthylation de l’ADN, certaines régions du génome doivent 

protéger et maintenir leurs profils de méthylation. Parmi ces régions, on retrouve les gènes à 

empreintes, les gènes agissant comme les gènes à empreinte (imprinted-like) ainsi que les 

rétrotransposons [54, 80, 81]. Les gènes à empreinte sont exprimés de façon monoallélique, selon 

l’origine parentale, et doivent garder cette différence de méthylation pour continuer d’exprimer 

un seul allèle. Les gènes à empreinte sont nécessaires afin de réguler la croissance de l’embryon 

et du placenta, la différenciation somatique ainsi que les fonctions cérébrales de l’enfant tout au 

long de sa vie [82-85]. Une mauvaise maintenance de méthylation sur les régions de contrôle de 

l’empreinte (ICR) lors de la vague de reprogrammation peut mener à divers désordres tels que les 

syndromes d’Angelman (gène affecté: UBE3A) et de Prader-Willi (gène affecté: SNRPN) qui 

causent notamment des retards intellectuels et de développement chez l’humain [86]. La 

méthylation de ces régions est maintenue par des isoformes de l’enzyme DNMT1 soit DNMT1s 

(somatique) et DNMT1o (ovocyte) [87-91]. Lors du stade 8-cellules, c’est l’isoforme DNMT1o qui 

est présent et qui maintient la méthylation. La perte de DNMT1o ou une altération de son activité 
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entraînent des anomalies du placenta et des anomalies au cerveau causant la mort de l’embryon 

[90, 91].  Il est donc essentiel durant les premiers jours de l’embryon que ces régions, régulées 

par la méthylation d’ADN, établissent de façon adéquate leurs profils dans les gamètes et 

maintiennent ces profils de méthylation au cours de la vague de reprogrammation afin d’assurer 

un développement normal. 

Après l’implantation de l’embryon, les enzymes DNMT3A et DNMT3B vont progressivement 

reméthyler le génome de l’embryon (Figure 2). L’apposition de la méthylation se fait de manière 

spécifique au sexe, aux types de cellules et de tissus composant l’organisme [78]. Les cellules de 

la masse cellulaire interne (futur embryon) subissent plus de méthylation de novo que les cellules 

du trophectoderme (futur placenta) qui auront un niveau plus bas de méthylation [79]. Parmi les 

premières régions à être reméthylées, il y a les promoteurs pauvres en CpGs, les CpGs du corps 

du gène ainsi que ceux des éléments transposables. Les promoteurs riches en CpG sont encore 

protégés de la méthylation, mais rapidement les niveaux de méthylation augmentent à environ 

50% aux stades E4.5 et E5.5 chez la souris [50]. Le processus de reméthylation s’effectue donc 

plutôt rapidement même s’il est progressif. Au stade E8.5, environ 79% des îlots CpG méthylés 

sont reliés à des gènes germinaux chez la souris. Les CpGs méthylés se trouvant dans les exons 

étaient dans des gènes qui agissaient dans l’embryogenèse et la gastrulation. La méthylation de 

ces régions persiste jusqu’à l’âge adulte, ce qui montre que la méthylation de l’ADN est stable 

après l’implantation. Ces processus épigénétiques sont encore peu compris malgré les 

nombreuses études effectuées. Néanmoins, il y a une évidence que ces processus peuvent avoir 

un impact important sur le développement embryonnaire dû à leur sensibilité à l’environnement 

et aux diverses perturbations potentielles particulièrement lors de la période de préimplantation 

[23]. 
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Figure 2. –  Vague de reprogrammation épigénétique. Après la fécondation, il y a une perte globale 

de la méthylation à travers le génome (ligne bleue – allèle paternel, ligne rouge – allèle 

maternel) à l’exception des gènes à empreinte qui sont maintenus par DNMT1 (ligne 

pointillée). La méthylation est ensuite remise après l’implantation de l’embryon par les 

enzymes DNMT3A et DNMT3B (ligne jaune – embryon, ligne verte – placenta). [74] 

1.2 Exposition prénatale à l’alcool et troubles du spectre de 

l’alcoolisation fœtale 

Un des facteurs de l’environnement maternel connu pour son effet néfaste durant la grossesse 

sur le développement de l’embryon est l’alcool. Celui- ci peut agir en tant que tératogène, mais 

aussi comme neurotoxine en causant la mort cellulaire ainsi qu’en perturbant les processus de 

différenciation et de prolifération [92-94]. L’alcool peut aussi nuire à la méthylation via l’action 

des DNMTs et le cycle du folate. L’éthanol est dégradé en acétaldéhyde par l’alcool 

déshydrogénase (ADH) et le cytochrome p450 2e1 [95]. L’acétaldéhyde est le principal métabolite 

de la dégradation de l’éthanol et il a été démontré que c’était celui avec le plus grand impact sur 

la méthylation de l’ADN [96]. De plus, le métabolisme de l’éthanol peut générer plusieurs types 

d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) causant un stress oxydatif qui peut affecter, entre autres, 

les enzymes du métabolisme du carbone (1C) [95, 97]. En termes de neurotoxicité, certains 
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modèles ont démontré que plusieurs processus impliqués dans le développement du cerveau 

(e.g. neurogenèse, migration des cellules, adhésion des cellules, croissance des axones, formation 

des synapses) étaient affectés et un modèle en particulier a montré que l’éthanol pouvait réduire 

le nombre de neurones ainsi que la densité des épines dendritiques dans l’hippocampe 

concordant avec les troubles d’apprentissage et de mémoire (revu dans [98]). De nombreuses 

études ont démontré que l’alcool en fortes doses ou en doses chroniques durant la grossesse 

peut avoir un impact néfaste sur l’embryon (revu dans [25] ), mais nous en connaissons très peu 

sur une exposition unique de type binge drinking durant la préimplantation et comment celle-ci 

peut contribuer aux troubles du spectre de l’alcoolisation fœtale. 

1.2.1 Troubles du spectre de l’alcoolisation fœtale 

Chaque année, ce sont 600 000 à 1 millions d’enfants qui naissent avec les troubles du spectre de 

l’alcoolisation fœtale (TSAF). Les TSAF est un terme utilisé pour désigner les divers problèmes 

cognitifs et physiques causés par la prise maternelle d’alcool durant la grossesse. Selon la dose et 

le moment d’exposition, il est possible que les enfants ne soient pas atteints de troubles 

physiques (e.g. malformations crâniofaciales, retard de croissance intra-utérin, défauts des 

structures cérébrales), mais qu’ils présentent tout de même des troubles 

neurodéveloppementaux tels qu’une déficience intellectuelle pouvant aller de faible à sévère et 

des problèmes d’apprentissage [99-102]. On estime que ce sont 3-5% des enfants qui sont 

affectés par un des phénotypes du TSAF dans la population nord-américaine [103]. La plupart des 

enfants (90%) avec TSAF vont avoir des symptômes dit « invisibles » tels qu’une déficience 

intellectuelle légère, des troubles du comportement (e.g. Trouble du Déficit de l’Attention 

avec/sans Hyperactivité (TDAH)) et de la mémoire [104-108]. Ces problèmes seront généralement 

détectés plus tard dans le développement de l’enfant notamment lorsque ce dernier éprouve des 

difficultés scolaires (e.g. troubles du comportement, déficit d’attention, difficultés 

d’apprentissage). Les enfants atteins de TSAF ont aussi souvent des problèmes de régulation de 

l’émotion et plus de chances de développer des maladies mentales. Dans une étude analysant 

une banque de données canadienne de personnes avec un diagnostic TSAF, presque la moitié des 

personnes atteintes présentaient un trouble de régulation de l’émotion. Ces personnes avaient 

aussi plus de chance de présenter un diagnostic de troubles du comportement, de l’attachement 
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ou de stress post-traumatique que ceux sans problème de régulation de l’émotion. Ils étaient 

aussi plus enclins à avoir un historique de tentatives de suicide [109].    

Étant donné la variabilité des phénotypes et le manque d’outils pour donner un diagnostic 

approprié, les TSAF sont souvent sous-diagnostiqués [110]. Il n’y a d’ailleurs pas de diagnostic 

moléculaire (e.g. biomarqueurs, analyses génomiques/épigénomiques) pour les enfants atteints 

de TSAF, mais les modifications épigénétiques sont explorés comme potentiels biomarqueurs. En 

effet, deux études canadiennes ont été effectuées à partir de cellules épithéliales buccales de 

cohortes d’enfants atteints de TSAF et quelques centaines de CpG différentiellement méthylés 

ont été observés. Dans l’une des études, certaines altérations de la méthylation de l’ADN étaient 

aussi retrouvées dans le cerveau de leur modèle murin d’exposition prénatale à l’alcool [111, 

112]. Cependant, les modifications épigénétiques comportent encore beaucoup de limitations 

puisqu’elles sont spécifiques à un tissu, elles vont dépendre des circonstances de l’exposition ainsi 

que des autres facteurs environnementaux de la mère (e.g. nutrition, mode de vie, expositions 

aux drogues ou contaminants) [113]. Donc, il est difficile de développer un seul marqueur pour 

les TSAF. 

Chez les individus avec TSAF, la majorité des symptômes observés sont associés à l’effet néfaste 

de l’alcool sur le développement du cerveau qui mène à un dysfonctionnement cérébral [114]. La 

forme la plus sévère de l’exposition à l’alcool est le syndrome d’’alcoolisation fœtale (SAF) et 

représentent 10% des enfants touchés par les TSAF. Les enfants affectés ont des anomalies 

morphologiques notamment au niveau crâniofacial (e.g. une fente palpébrale plus petite, une 

hypoplasie du nez, une lèvre supérieure très fine, un philtrum hypoplasique) [104, 115]. Ils sont 

aussi atteints de déficience intellectuelle sévère et des retards de croissance importants [104-

108]. Plusieurs études démontrent que les phénotypes associés aux TSAF proviendraient surtout 

du cerveau antérieur, composé de neurones GABAergiques, cholinergiques, glutamatergiques 

ainsi que des interneurones GABAergiques [116-121], car il est associé à différents gènes 

impliqués dans la neurodégénération et serait aussi impliqué dans les phénotypes autistiques 

observés chez certains enfants atteints [122, 123]. De plus, le cerveau antérieur est adjacent aux 

tissus qui formeront une partie du visage comme le front, le nez et le philtrum qui sont 

particulièrement affectés chez les enfants atteints du SAF [124]. 
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Les TSAF présentent un vaste éventail de phénotypes et cette variabilité s’explique par différents 

facteurs comme le moment de l’exposition durant le développement, la durée de l’exposition, la 

fréquence de l’exposition, les niveaux d’alcool dans le sang lors de l’exposition ainsi que le statut 

nutritionnel de la mère [125]. Un facteur important est le taux d’alcool dans le sang de la mère, 

car une seule dose très élevée d’alcool (≥200mg/dL) peut être plus dommageable pour le cerveau 

de l’embryon en développement qu’une exposition répétée avec un taux faible (≤100mg/dL) par 

exemple (Tableau 1, [126, 127]). En effet, les hauts taux d’alcool dans le sang peuvent augmenter 

la neurotoxicité même avec une seule dose administrée durant le développement du cerveau tel 

que démontré dans une étude où 2 x 2,8g/kg d’éthanol a été donné à des femelles gestantes au 

jour embryonnaire 8 (E8.0) causant des anomalies structurales du cerveau (e.g. réduction du 

volume de certaines régions du cerveau) [128]. Dans une étude, une exposition de 5,0g/kg au jour 

post natal 7 (P7), qui correspond au troisième trimestre pour le développement du cerveau 

humain chez le modèle murin, diminuait la neurogenèse dans l’hippocampe du cerveau adulte 

[129]. Chez l’humain, une étude a démontré qu’il y avait plus d’enfants qui présentaient des 

déficits fonctionnels (e.g. vitesse de traitement, motricité fine, coordination préhensile) dont les 

mères avaient un ou deux épisodes de binge drinking (plus de 5 verres) par semaine durant leur 

grossesse que celles buvant plus fréquemment avec une moyenne de consommation de 1-4 

verres (revu dans [127, 130]). De plus, les déficiences nutritionnelles de la mère (e.g. folate) vont 

exacerber l’effet de l’alcool sur le développement de l’embryon [131-133]. En effet, des études 

démontrent qu’il y a une augmentation de résorption et que les embryons subissent une baisse 

de poids, plus de malformations et plus d’hyperactivité avec des déficiences en zinc ou choline 

comparativement aux groupes exposés à l’alcool sans déficience [131, 132]. Il est donc essentiel 

d’étudier les différents moments et types d’exposition afin de mieux comprendre les mécanismes 

entourant une exposition prénatale à l’alcool.  
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Tableau 1. –  Exemples de concentration d’alcool dans le sang selon le niveau d’intoxication pour une 

femme de 55kg une heure après la consommation [134, 135]. 

Niveau 

d'intoxication 

Nombre de verres 

pour une femme 

de 55kg 

Concentration 

d'alcool dans le 

sang (mg/dL) 

Faible 1-3 0-100 

Moyen 3-7 100-200 

Élevé 7-9 200-300 

Très élevé ≥10 300-400 

Potentiellement 

léthal 
>10 >400 

*La concentration moyenne de la dose de notre modèle (2 x 2,5g/kg d’éthanol à 2h d’intervalle) 

est de 158, 31 mg/dL (moyen), mais avec un pic de 284,00mg/dL (élevé) (voir section 2.1). 

1.2.2 Modèles TSAF d’exposition prénatale à l’alcool durant la 

préimplantation 

Les modèles TSAF in vitro et in vivo sont d’une importance capitale étant donné les limitations 

pratiques et éthiques des études sur des sujets humains afin de développer les connaissances sur 

comment l’exposition affecte le développement et les processus moléculaires impliqués, et 

comment il serait possible d’atténuer ou prévenir les effets de l’alcool. De plus, les modèles TSAF 

limitent la variabilité de l’environnement, ce qui permet de mieux déterminer l’impact de l’alcool 

seul sur le bébé en développement.  

Pour modéliser les TSAF, certaines études se sont tournées vers des modèles in vitro. C’est le cas 

de Leach et al. qui ont exposé des embryons de souris aux stades 1-cellules, 2-cellules ou 4-

cellules à l’éthanol durant 24h. Ils ont utilisé différentes doses soient 0.1%, 0.4% ou 1.6%. Ils ont 

remarqué qu’avec les deux plus fortes doses, il y avait une inhibition du développement ainsi 
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qu’un taux plus faible d’embryons atteignant le stade de blastocyste [136]. Dans une autre étude, 

ils ont testé différents types d’alcool avec des doses variant de 0,05% à 1%. À la suite d’une 

exposition au stade 2-cellules, ils ont remarqué que plus le pourcentage d’alcool était élevé, 

moins il y avait d’embryons capables de faire la transition au stade de blastocyste [137]. 

Similairement, une étude a démontré que les zygotes de porc exposés in vitro réussissaient plus 

difficilement à se rendre au stade de blastocyste. Ceux qui arrivaient au stade blastocyste avait 

une expression anormale des gènes et avaient des problèmes au niveau de la mitochondrie [138].  

D’autres études ont préféré utiliser des modèles in vivo pour observer l’effet de l’alcool sur les 

premiers stades des embryons. C’est le cas de Padmanabhan et Hameed qui ont exposé des 

embryons aux stades E2.0 et E6.0 à 0,03mL/g d’éthanol. Ils ont observé des retards de croissance 

importants à E14.0 ainsi qu’une baisse du poids des embryons pour les différents temps observés 

(E14.0; E16.0; E18.0) [139]. Un autre groupe a démontré qu’en plus d’une baisse de poids des 

embryons, il y avait une diminution de l’implantation des embryons lors d’une exposition à E3.0 

et E4.0 ainsi que des retards de développement et des défauts morphologiques [140, 141]. Ces 

études démontrent que même si l’embryon n’est pas attaché à la mère, il peut être affecté par 

l’environnement maternel et la prise d’alcool va perturber le développement de l’embryon. 

Une exposition à l’alcool durant la période préimplantatoire est donc néfaste pour le 

développement de l’embryon malgré qu’il ne soit pas encore en contact direct, via le site 

d’implantation ou le placenta, avec la mère. Étant donné que les enfants atteints de TSAF ont 

beaucoup de troubles neurodéveloppementaux, il serait particulièrement intéressant de voir 

l’effet de l’alcool durant la préimplantation sur le développement du cerveau. 

1.2.3 Effet de l’alcool sur le développement du cerveau 

Il est maintenant bien établi que l’alcool peut affecter directement le développement du cerveau. 

Cependant, l’effet d’une exposition sur le cerveau au tout début de la grossesse est encore peu 

caractérisé. Pourtant, le tout début de la grossesse est une période vulnérable aux expositions 

puisque cela peut prendre jusqu’à 6 semaines avant que les femmes découvrent qu’elles sont 

enceintes [142]. Cette période est une des plus importante pour le développement de l’enfant 
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puisque c’est à ce moment que les cellules souches sont en croissance et que les lignées cellulaires 

se spécifient.   

La première étape du développement du cerveau est la neurulation qui survient après la 

gastrulation. Lors de la gastrulation, les cellules souches vont se différencier en cellules neurales 

progénitrices qui vont former la plaque neurale (souris : E7.5; humain : E19). L’invagination de la 

plaque neurale va ensuite mener à la formation du tube neural (souris : E8.5; humain: E20-27). À 

la suite de la fermeture du tube neural, les cellules progénitrices neurales vont former une couche 

au centre du tube. Par la suite, les structures précurseurs (c.-à-d. prosencéphale, mésencéphale 

et rhombencéphale) du cerveau commencent à se former (souris : E9.5; humain : E28). Pendant 

ce temps, une organisation neurale s’effectue afin de dicter aux stades ultérieurs quel type de 

cellules neurales doit être exprimé et se termine dans la 8e semaine de grossesse chez l’humain. 

À partir de la 6e semaine de grossesse (souris : E12.0; humain : E42), la production de neurones 

commencent et débutent leur migration vers le cortex où, une fois établis, ils commenceront leur 

différenciation en différents types de neurones. La neurogenèse du cortex se termine vers la 

15e semaine de grossesse chez l’humain (E108) et à la naissance pour la souris. Le cerveau va 

d’ailleurs continuer de se développer même après la naissance chez les deux espèces. De plus, le 

développement du cerveau qui survient durant le troisième trimestre chez l’humain se fera après 

la naissance chez la souris [143-146]. C’est pourquoi certaines études sur l’alcool se font à des 

stades postnataux chez la souris.  

 1.2.3.1 Effets directs sur le développement du cerveau  

Dans des modèles animaux, il a été observé que les malformations crâniofaciales, perçus 

chez les enfants atteint du SAF, survenaient lorsque l’exposition à l’alcool avait lieu dans ce qui 

correspond au premier trimestre chez l’humain [147, 148]. Alors qu’une exposition dans les 

autres trimestres engendrait plutôt une perte neuronale [149].  

Vers la fin de la gastrulation et le début de la neurulation chez la souris (E7.0), il a été démontré 

qu’une exposition de 2 x 2,9g/kg (~440mg/dL) d’éthanol pouvait mener à 

des holoprosencéphalies ainsi que des dysplasies corticales (c.-à-d. irrégularités sur la surface 

cérébrale corticale) dans les embryons E17.0 [150] . Dans un modèle similaire, les résultats 
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suggéraient une perte de myéline durant le développement ce qui pourrait influencer la 

conduction des influx nerveux [151]. Dans un stade plus avancé de la neurulation, les 

souris exposées (injections) à E9.0 avec la même dose que les études précédentes ont aussi 

démontré une morphologie anormale au niveau du cortex cérébral, de l’hippocampe et du 

striatum droit [152]. Lors d’une exposition chronique de E0.0-E8.5 (10% v/v éthanol), ils ont 

observé que les embryons présentaient des microcéphalies ainsi que des malformations 

crâniofaciales typiques de ce qui est observé chez les enfants SAF [147]. Une autre étude 

d’exposition chronique à l’éthanol de E0.0-E19.0 a démontré qu’il y avait des altérations dans 

l’établissement des interactions intranéocorticales et l’expression de gènes impliqués dans le 

développement du néocortex. Les souris exposées avant la naissance présentaient plus d’anxiété 

en plus d’une coordination motrice et une intégration sensorimotrice réduite [153]. Dans un 

modèle d’exposition (2 x 2,5g/kg éthanol à P7.0) correspondant au troisième trimestre chez 

l’humain, les souris exposées présentaient une réduction du volume du cerveau en plus d’une 

perte d’interneurones et de neurones à l’âge adulte [154]. Ce qui démontre que l’alcool induit 

des changements qui persistent dans le temps.  

1.2.3.2 Effets indirects sur le développement du cerveau  

Plusieurs études in vitro ont démontré qu’une exposition tôt dans le développement des 

embryons pouvaient affecter les cellules souches embryonnaires (revu dans [155]. Des études ont 

d’ailleurs démontré qu’une exposition à l’alcool juste avant la différenciation menait à une 

altération de l’expression de facteurs de transcription (e.g., Sox2, Oct4, Nanog) qui dictent les 

lignées cellulaires et le phénotype de différenciation des cellules en cellules souches neurales 

était changé [156, 157].  

Une étude in vivo réalisée chez la souris par Padmanabhan et Hameed (1988) a démontré que, 

lorsque les mères recevaient une seule dose de 5.9g/kg d’éthanol durant l’un des 6 

premiers jours (E1-E6) post-fécondation, l’embryon E15.0 démontrait une diminution de poids. 

Ces 6 premiers jours incluent la présence de cellules embryonnaires totipotentes et 

pluripotentes, incluant celles présentes dans le blastocyste et dans l’embryon en processus 

d’implantation dans l’utérus. Bien que ces expositions soient avant la neurulation et le 

développement neural, ils ont démontré que le développement du cerveau était affecté. En effet, 
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à E2.0 ou E3.0, des fortes doses uniques de 3.9g/kg ou 5.9g/kg causaient une dilatation des 

ventricules du cerveau et une diminution de l’épaisseur corticale (9-11% à E2.0 et 25-51%) à E3.0 

[139]. Donc, ces expériences suggéraient pour une première fois qu’une exposition importante à 

l’alcool éthylique dans les premiers jours de la grossesse peut avoir un impact négatif sur le 

développement du cerveau. Cet impact pourrait être causé, entre autres, par un mauvais 

établissement des modifications épigénétiques causant un développement erroné des structures 

du cerveau par la dérégulation de la différenciation des cellules neurales et de l’expression des 

gènes neuraux (revu dans [155] )  

1.2.3 Effet de l’alcool sur l’épigénétique durant le développement 

embryonnaire 

Les modifications épigénétiques sont l’une des principales composantes dans la régulation de 

l’expression génique et joue un rôle clé durant le développement du jeune embryon. Celle-ci 

permet de réguler de façon dynamique l’expression des gènes par, entre autres, l’ajout de 

modifications chimiques sur le génome qui seront spécifiques à l’activation ou la répression des 

gènes. L’épigénome sert également d’intermédiaire entre l’environnement et le génome afin de 

moduler l’expression des gènes. La régulation de la transcription joue un rôle important durant 

le développement embryonnaire puisque divers mécanismes sont établis afin d’assurer la 

spécification de différentes lignées cellulaires. Il est donc capital que les modifications 

épigénétiques soient établies de façon précise puisqu’un dérèglement pourrait créer un 

débalancement dans les marques actives et répressives de l’expression des gènes et affecter les 

processus de différenciation cellulaire essentiels au développement normal de l’enfant. Plusieurs 

études ont démontré que l’alcool peut interférer avec les différents processus épigénétiques 

soient les modifications d’histones, les micros-ARNs et la méthylation de l’ADN [96, 158-169]. 

L’impact de l’alcool sur ces processus durant le développement embryonnaire sera discuté plus 

en détails dans les prochaines sous-sections. 

1.2.4.1 Effet de l’alcool sur les modifications d’histones  

Les modifications d’histones ont aussi un rôle important à jouer dans la régulation de l’expression 

des gènes. Ces modifications (e.g. acétylation, phosphorylation, méthylation) apposées sur les 
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queues N-terminale des histones sont très différentes en termes de groupements chimiques, 

mais également en termes de fonctions (e.g., activatrice, répressive) et de localisation sur le 

génome (e.g., promoteur, région intergénique, corps du gène) [170]. Comme les histones peuvent 

être méthylées, elles sont aussi dépendantes des mêmes donneurs de groupements méthyles 

que l’on observe dans le processus de la méthylation de l’ADN et donc sensibles à une exposition 

prénatale à l’alcool. Une étude a démontré qu’en plus d’avoir un effet sur les groupements 

méthyles, et donc la méthylation, la présence d’alcool pourrait augmenter l’apport en 

groupements acétyles [171]. En plus de pouvoir affecter l’apposition normale des marques 

d’histones, l’exposition prénatale à l’alcool peut aussi influencer l’activité des différentes 

enzymes permettant l’ajout ou le retrait des différentes marques d’histones.  

Peu d’études se concentrent sur l’effet de l’alcool sur les modifications d’histones durant les 

premiers jours de la grossesse. Cependant, une étude a démontré que lors d’une exposition 

périconceptionnelle (4 jours préconception et 4 jours de gestation) l’expression de l’histone 

déacétylase Hdac2 était augmentée dans l’hippocampe des mâles à 18 mois d’âge chez le rat 

[162]. Ce qui suggère qu’une exposition tôt durant la grossesse peut avoir des effets à long terme 

sur l’acétylation des histones. Lorsque l’exposition survient plus tard, au jour P7, une 

augmentation de l’expression de G9a, qui est responsable de la mono- et diméthylation des 

résidus lysine 9 et 27 de l’histone H3, a été observé suivi d’une augmentation des marques 

H3K9me2 et H3K27me2 [167]. Dans une autre étude, ils ont remarqué globalement une 

diminution de H3K27ac et une augmentation de H3K4me3 dans l’hippocampe des souris à P70 

suivant une exposition néonatale aigüe [158]. Une étude plus récente a démontré qu’à la suite 

d’une dose aigüe d’alcool éthylique à P7 chez la souris entraînait une augmentation de H3K4me3 

total ainsi que l’expression de Kmt2e (lysine méthyltransférase 2E), qui joue un rôle dans la 

régulation de la transcription, dans le cortex et le cérébellum [165]. Encore une fois, nous 

remarquons à travers ces études que la période de développement et le niveau d’exposition à 

l’alcool influence grandement le phénotype moléculaire observé.  

Certains modèles in vitro sont aussi utilisés pour démontrer l’effet d’une exposition prénatale à 

l’alcool sur les modifications d’histones. Par exemple, un groupe de recherche a utilisé des 

neurosphères faites à partir de cellules souches du cerveau d’embryons de souris à E12.5 et ces 
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neurosphères ont été exposés à l’EtOH durant 5 jours. Ils ont observé une réduction des niveaux 

de H3K4me3 et H3K27me3 dans les promoteurs de gènes impliqués dans la régulation de cellules 

souches neurales et des gènes développementaux Hox. Ils ont aussi observé une diminution de 

la marque H3K27me3 dans les transposons [169]. 

Donc il est évident que peu importe le stade d’exposition, les modifications d’histones peuvent 

être affectées et ce, de manière permanente. Les marques d’histones sont essentielles à chaque 

stade du développement afin d’assurer la régulation de l’expression des gènes. Ces altérations 

des marques d’histones peuvent avoir un impact sur la pluripotence des cellules, la morphologie 

du corps (e.g. régulation des gènes HOX), la différenciation des lignées cellulaires ainsi que 

l’organogenèse [172]). 

1.2.4.2 Effet de l’alcool sur les micro-ARNs  

Les micro-ARNs sont aussi impliqués dans la régulation de l’expression génique et est un autre 

mécanisme pouvant expliquer les effets d’une exposition prénatale à l’alcool. D’ailleurs, il a été 

démontré que l’alcool pouvait perturber les micro-ARNs dans le cerveau en développement 

causant des anomalies morphologiques et structurales ainsi que des troubles du comportement 

(revu dans [173]). 

Parmi les micro-ARNs impliqués dans le développement du cerveau, miR-9 a été associé aux 

défauts crâniofaciaux. Celui-ci participe entre autres dans les processus de prolifération des 

progéniteurs neuraux et la différenciation. Lors d’une exposition à l’alcool éthylique tôt dans le 

développement, il a été démontré que son expression était diminuée dans des cellules neurales 

progénitrices chez la souris [174], mais aussi chez le poisson-zèbre [168, 175]. De plus, chez le 

poisson-zèbre, un knockdown de miR-9 causaient des défauts crâniofaciaux similaires à ceux 

observés durant une exposition à l’alcool tel que la microcéphalie [175]. Une autre étude 

effectuée chez la souris a procédé à un double knockout de miR-9 et ils ont observé un 

amincissement de la plaque corticale. Ce qui est aussi observé dans les modèles murins 

d’exposition prénatale à l’alcool [176, 177]. 

Un autre micro-ARN impliqué dans le développement des neurones est miR-153. Son expression 

est aussi diminuée dans les progéniteurs neuraux suivant une exposition à l’alcool. MiR-153 cible 
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les facteurs nucléaires NFIA et NFIB qui sont impliqués dans la neurogenèse et la gliogenèse [177-

181]. Lors de la perte de miR-153, l’expression de ces deux facteurs est augmentée causant une 

diminution des cellules progénitrices en favorisant la réponse des cellules aux cytokines 

gliogéniques. Donc, la maturation des cellules progénitrices se fait de façon prématurée et mène 

à un mauvais développement du cortex [181]. Il a aussi été observé que le changement 

d’expression de miR-153 dans un modèle d’exposition à l’alcool chez le poisson-zèbre causait des 

troubles du comportement telle que l’hyperactivité qui est aussi observé chez les enfants atteints 

de TSAF [168] . 

Plusieurs autres micro-ARNs sont affectés par une exposition à l’alcool, ce qui montre que ceux-

ci sont aussi impliqués et peuvent expliquer en partie la tératogénicité de l’alcool. L’alcool affecte 

plusieurs mécanismes de régulation, ce qui témoigne de sa complexité et de la nécessité 

d’investiguer ces différents mécanismes. 

1.2.4.3 Effet de l’alcool sur la méthylation de l’ADN  

Tel que mentionné précédemment, la méthylation de l’ADN est un des mécanismes principaux 

de la régulation de l’expression génique. L’action des DNMTs et le cycle du folate sont essentiels 

pour l’ajout de groupements méthyles sur l’ADN. Cependant, il a été démontré qu’une exposition 

prénatale à l’alcool peut inhiber les DNMTs, réduire l’absorption du folate et inhiber certaines 

enzymes impliquées dans le cycle du folate. De plus, les ROS (espèces réactives de l’oxygène) 

générés par l’alcool peuvent aussi transformées les cytosines méthylées en 

hydroxyméthylcytosines qui est reconnu par les enzymes TETs qui s’occupent de la déméthylation 

de l’ADN [184]. 

Les premiers à montrer qu’une exposition prénatale à l’alcool éthylique durant la mi-gestation 

(E9.0-11.0) avait un effet sur l’épigénétique sont Garro et al. en 1991 (Tableau 2). Ils ont observé 

une perte globale de méthylation de l’ADN dans les embryons de sourisà E11.0 qui était causée 

par une inhibition de l’activité des DNMTs. De plus, ils ont démontré que l’acétaldéhyde, qui est 

produit lors de la dégradation de l’éthanol, était la principale cause de ces effets [96]. Ces 

résultats ont mené au développement de différents modèles TSAF avec divers types d’exposition 

(e.g., chronique, binge) à différents stades de la grossesse. Dans ces différents modèles, une 
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augmentation et une perte de méthylation de l’ADN peuvent être observées, ce qui s’explique 

par le fait qu’une exposition à l’alcool peut soit induire via des mécanismes reliés au stress 

oxydatif [185, 186] ou inhiber l’activité des DNMTs via une action directe sur les DNMTs ou en 

agissant sur le métabolisme du carbone 1C [96, 184]. 

Lors d’expositions à l’alcool éthylique à P7 chez la souris, il a été démontré qu’à une dose élevée 

(~450mg/dL) les niveaux de DNMT1 et DNMT3A étaient plus faibles causant de 

l’hypométhylation, alors qu’avec une dose moins élevée (~200mg/dL) il y avait une augmentation 

de DNMT3A [164, 166]. Dans une étude avec une exposition à E8.25, une dose élevée d’alcool 

éthylique causait de l’hypométhylation de gènes à empreintes, de gènes impliqués dans le 

développement et dans les modifications d’histones chez les embryons à E10. Alors que dans une 

autre étude avec une dose chronique d’alcool éthylique (~120-160mg/dL) de E7 à E16, ils ont 

observé une augmentation globale des niveaux de 5mC et de 5hmC accompagnée d’une baisse 

de la prolifération et de la maturation des cellules de l’hippocampe [187]. Chez le rat, une 

exposition chronique débutant à E7.0 a causé une augmentation de l’expression de DNMT1, 

DNMT3B et MeCP2 dans l’hypophyse. Ils ont aussi observé une hyperméthylation au niveau des 

CpGs du promoteur du gène D2R (récepteur de la dopamine de type 2) [160]. Chez l’humain, un 

groupe de recherche a observé qu’une cohorte d’enfants atteint du SAF avaient une perte de 

méthylation au niveau des ICR des gènes KvDMR1 et PEG3 [163]. Ces études démontent que les 

différentes DNMTs sont sensibles à la présence d’alcool.  

On en connaît encore très peu sur l’effet de l’alcool durant la préimplantation et son impact sur 

la méthylation à l’ADN, mais quelques études se sont concentrées sur cette période. Haycock et 

Ramsay ont démontré qu’une exposition à l’alcool éthylique de 2,9g/kg aux stades E1.5 et E2.5 

causait des restrictions de croissance chez l’embryon à E10.5. De plus, ils ont détecté une baisse 

de méthylation de l’ADN sur l’allèle paternel du gène à empreinte H19, un régulateur négatif de 

croissance et de prolifération, dans le placenta de ces embryons. Ils suggèrent que cette perte de 

méthylation dans le placenta serait une cause possible des restrictions de croissance intra-

utérines des placentas [161]. Dans un autre modèle animal (poisson médaka), après une 

exposition tôt dans le développement, l’expression de DNMT1 était réduite alors qu’il ne semblait 

pas y avoir de baisse d’expression pour DNMT3A et DNMT3B [159]. Cela démontre donc que la 
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fonction de DNMT1 peut être affectée, ce qui aura un impact considérable sur l’épigénome de 

l’embryon étant donné son rôle dans le maintien de la méthylation. 

Pour étudier l’effet de l’alcool lors de la préimplantation, notre laboratoire a développé un 

modèle d’exposition prénatale à l’alcool à l’alcool éthylique de type binge drinking 

(consommation excessive) durant la préimplantation. Dans ce modèle, les souris gestantes sont 

exposées au stade E2.5 (8-cellules) à deux reprises avec 2,5g/kg d’éthanol à 2h d’intervalle par 

injection sous-cutanée. Cette exposition génère une concentration moyenne d’alcool dans le sang 

de 158,31 mg/dL durant une période de 4h avec un pic de 284,00 mg/dL 3h après la première 

injection. Nos données démontrent que cette exposition augmentait le nombre de défauts 

morphologiques (e.g., anomalies du cerveau, retards de croissance) observés au stade E10.5 en 

plus d’affecter la méthylation de l’ADN dans le cerveau antérieur. Une perte partielle de la 

maintenance de la méthylation au niveau des régions contrôles de l’empreinte ainsi qu’une 

altération de la méthylation de novo au niveau de régions impliquées dans le développement du 

cerveau antérieur ont été observées. Certaines des différences de méthylation observées étaient 

sexe-spécifiques, avec les mâles présentant un plus grand nombre de régions différentiellement 

méthylées ainsi que des changements plus importants dans le pourcentage de méthylation. 

Cependant, le mécanisme causant ces différences sexe-spécifiques reste encore inconnu. Ces 

résultats démontrent qu’une exposition à l’alcool éthylique durant la préimplantation peut quand 

même avoir un effet sur le développement du cerveau via ses profils de méthylation bien que 

l’exposition soit survenue avant le début de la neurulation et mener à des phénotypes associés 

aux TSAF [8]. 



 

 

Tableau 2. –  Études de l’effet d’une exposition à l’alcool sur la méthylation de l’ADN à divers stades 

Organisme 
modèle 

TSAF 

Type d'exposition 
prénatale à l'alcool 

Temps 
d'exposition 

Stade 
étudié 

Effets de l'exposition Références 

Médaka 
(Poisson)  

300mM (milieu) 0-2 dpf 2-6 dpf 
Réduction de l'expression de DNMT1 à 2dpf, 

malformations crâniofaciales et microcéphalies 
[159] 

Souris 2,9g/kg (gavage) E1.5-E2.5 E10.5 
Perte de méthylation du gène à empreinte H19 et 
restrictions de croissance au niveau de l'embryon 

et du placenta 
[161] 

Souris 
2x 2.5g/kg (sous-cutané) 

2h d'intervalle 
284mg/dL après 3h 

E2.5 E10.5 

Augmentation des défauts morphologiques, 
altérations sexe-spécifiques de la méthylation de 

l'ADN de gènes à empreintes dans le cerveau 
antérieur 

[8] 

Souris 
4% (v/v) (diète liquide) 

~120-160mg/dL 
E7-E16 E17 

Augmentation de l'épaisseur du neuroépithélium 
et réduction de 5mC et 5hmC, augmentation de 5-

mC et 5-hmC dans le champs ammonien, 
réduction de la prolifération et de la maturation 

des cellules de l'hippocampe 

[187] 

Rat 
6,7%v/v (diète liquide) 

~120-150mg/dL 
E7-E21 P60-P90 

Augmentation des niveaux d'ARNm de DNMT1, 
DNMT3B et MeCP2 dans l'hypophyse, 

hyperméthylation de CpGs au promoteur du gène 
D2R 

[160]  

Souris 
88mM (milieu de culture) 

~400 mg/dL 
E8,25  ~E10 

Hyperméthylation de gènes du métabolisme et 
hypométhylation de gènes à empreintes, du 

développement et de la chromatine. 
[188]  

Souris 2x 3g/kg (gavage) E9-E11 E11 Hypométhylation de l'ADN, inhibition des DNMTs [96]  
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Tableau 2. – Études de l’effet d’une exposition à l’alcool sur la méthylation de l’ADN à divers stades (suite) 

Organisme 
modèle 

TSAF 

Type d'exposition 
prénatale à l'alcool 

Temps 
d'exposition 

Stade 
étudié 

Effets de l'exposition Références 

Souris 
2x 1.0g/kg (sous-cutané) 

2h d'intervalle 
~200mg/dL après 3h 

P7 P7 
Légère neurodégénérescence, augmentation de 
l’expression des protéines DNMT3A et MeCP2  

[166]  

Souris 
2x 2.5g/kg (sous-cutané) 

2h d'intervalle 
~450mg/dL après 3h 

P7 P7 
Réduction de DNMT1 et DNMT3A causant de 

l'hypométhylation 
[164]  

Humain 
Enfants diagnostiqués 

avec SAF 
Variable 1-16 ans 

Perte de méthylation au niveau des ICR des gènes 
KvDMR1 et PEG3 dans les cellules du sang et de la 

bouche 
[163]  

 



 

1.3 Impact d’une diète enrichie en donneurs de groupements méthyles 

Il est bien établi que la nutrition maternelle a un impact significatif sur le développement de 

l’embryon et qu’une malnutrition seule peut entraîner divers troubles développementaux. La 

carence en folate est d’ailleurs bien connue pour causer des défauts du tube neural [189]. Le 

folate fait partie du métabolisme du carbone qui dépend de plusieurs nutriments dont les besoins 

maternels sont augmentés durant la grossesse et la lactation pour pourvoir aux besoins de 

l’embryon, mais aussi du placenta. Les carences alimentaires peuvent aussi causer l’altération des 

profils de méthylation (déficience en folate), de la différenciation des progéniteurs neuraux, des 

niveaux globaux de méthylation dans l’hippocampe et de la mémoire (déficience en choline) [190, 

191]. Il a aussi été démontré que plusieurs femmes n’atteignent pas l’apport recommandé de 

plusieurs des nutriments impliqués dans le métabolisme du carbone et donc des donneurs de 

groupements méthyles, et ce, malgré la mise en place en 1998 au Canada, d’une politique 

d’enrichissement des farines en acide folique afin de réduire les malformations congénitales du 

tube neural (e.g. anencéphalie, spina bifida) dans la population [192-194]. La malnutrition peut 

aussi augmenter les effets néfastes de certaines expositions comme l’alcool qui réduit déjà 

l’absorption du folate par l’intestin et les reins [195, 196]. Le folate joue un rôle important dans 

la production de donneurs de groupements méthyles, ce qui indique que l’alimentation est un 

facteur clé de l’établissement normal des profils de méthylation et plus particulièrement pour le 

jeune embryon. Cependant, même si nous savons que les profils de méthylation sont altérés par 

l’alcool lors de la préimplantation, nous ne savons pas comment la nutrition de la mère peut 

atténuer ou exacerber ce type d’exposition. C’est pourquoi, dans mon projet, nous voulons tester 

si une diète enrichie en donneurs de groupements méthyles peut avoir un effet protecteur et 

diminuer l’impact d’une exposition à l’alcool éthylique sur le jeune embryon préimplantatoire. La 

diète que nous avons sélectionnée est enrichie en en folate, choline, bétaïne et vitamine B12 et 

leur importance dans le développement ainsi que la méthylation sera discutée plus en détails 

dans les prochaines sections. 
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1.3.1 Métabolisme du carbone (1C) 

Le métabolisme du carbone est composé du cycle du folate, le cycle de la méthionine ainsi que la 

voie des DNMTs qui peuvent tous être affectés par l’alcool [97, 106]. Cette voie métabolique est 

donc dépendante de plusieurs nutriments (e.g. le folate, la choline, la bétaïne et la vitamine B12). 

Dans le cycle du folate, le folate provenant de la diète est converti en dihydrofolate (DHF) puis en 

tétrahydrofolate (THF) par la dihydrofolate réductase. Le THF est ensuite transformé en 5,10-

méthylèneTHF et sera rapidement converti en 5-méthylTHF par la méthylènetétrahydrofolate 

réductase (MTHFR). Le 5-méthylTHF peut être recyclé par la méthionine synthase (MTR ou MS) 

en THF à l’aide de son cofacteur (vitamine B12) tout en produisant de la méthionine à partir de 

l’homocystéine. La méthionine peut aussi être générée dans le foie en faisant la conversion de la 

bétaïne, un produit dérivé de la choline, via la méthyltransférase bétaïne-homocystéine (BHMT). 

La méthionine peut ensuite être utilisée dans le cycle de la méthionine afin de produire via 

l’enzyme méthionine adénosyltransférase (MAT) le donneur de groupement méthyle S-

adénosylméthionine (SAM) et cette réaction est ATP-dépendante. SAM sera utilisé par les DNMTs 

pour les réactions de méthylation de l’ADN. Le 5,10-méthyleneTHF est aussi utilisé dans la voie 

de synthèse des pyrimidines (Figure 3, [97]). 
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Figure 3. –  Métabolisme du carbone 1C et les cibles de l’alcool. Le métabolisme du carbone 1C est 

composé du cycle du folate et du cycle de la méthionine. L’acide folique est converti après 

plusieurs étapes en méthionine, puis en S-adénosylméthionine qui va donner le groupement 

méthyle aux DNMTs. L’absorption du folate ainsi que les enzymes impliquées dans la 

formation de SAM ou de la méthylation de l’ADN sont des cibles de l’alcool. 

1.3.2 Donneurs de groupements méthyles et développement 

Le folate, la choline, la bétaïne et la vitamine B12 sont essentiels pour le développement 

notamment au niveau du cerveau et malgré qu’ils participent dans des voies biochimiques 

différentes, ils participent tous dans le métabolisme du carbone 1C. Ce qui expliquerait leur 

importance dans la fermeture du tube neural et la neurogenèse dans le cerveau du jeune 

embryon [194, 197]. 

1.3.2.1 Folate 

Le folate, également appelé acide folique ou vitamine B9, participe à la formation de donneurs 

de groupements méthyles, mais est aussi impliqué dans la biosynthèse des purines. À partir du 

THF et du formate, le 10-formylTHF est formé pour ensuite être utilisé dans la voie de synthèse 
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des purines [194]. Aussi, le folate peut promouvoir indirectement les activités antioxydantes 

[198]. Les carences en folate peuvent affecter l’embryon par la perturbation de la biosynthèse de 

l’ADN, l’accumulation de l’homocystéine à des niveaux nocifs ainsi que l’altération des réactions 

de méthylation [194].  

Comme mentionné précédemment les carences en folate augmentent les risques de troubles 

neurodéveloppementaux, mais peut aussi causer de l’hypométhylation qui affectera l’expression 

des gènes [199]. Cependant, un excès peut aussi être défavorable pour le développement de 

l’embryon. Dans un modèle murin avec une supplémentation de 20mg/kg d’acide folique (10x 

l’apport recommandé), ils ont observé que cette supplémentation avait des effets délétères sur 

l’embryon causant des retards de croissance et des défauts au niveau du cœur [200]. Une autre 

étude a démontré que la même dose d’acide folique pouvait altérer le développement du cortex 

ainsi que le comportement des souriceaux [201]. Chez l’humain, certaines études suggèrent que 

la supplémentation en acide folique pourrait avoir un impact sur les risques d’asthme, de cancer, 

de résistance à l’insuline et des troubles du comportement [202]. Pour une femme enceinte, 

l‘apport maximal tolérable en folate est de 1000µg/jour et la dose recommandée est de 

600µg/jour [203]. Il est donc important de rester dans les limites recommandées afin de ne pas 

nuire au développement de l’embryon. 

1.3.2.2 Choline, bétaïne et vitamine B12 

La choline est impliquée dans divers processus. Elle peut notamment être utilisée pour la 

formation de neurotransmetteurs (acétylcholine), pour la biosynthèse des membranes cellulaires 

(phosphatidylcholine, sphingomyéline) et dans la formation de donneurs de groupements 

méthyles. La choline joue un rôle important dans le développement du cerveau puisqu’elle est 

impliquée dans divers processus (e.g., prolifération et différenciation des cellules progénitrices, 

neurogenèse, gliogenèse, survie cellulaire, migration et plasticité synaptique). Il est notamment 

nécessaire au développement de l’hippocampe impliqué dans les fonctions d’apprentissage, de 

mémoire et d’attention (revu [204]). Lorsqu’elle est oxydée, la choline permet de former la 

bétaïne à l’aide de la choline déhydrogénase. La bétaïne peut alors être transformée en 

méthionine et jouer un rôle dans la biosynthèse de la S-adénosylméthionine qui est le donneur 

de groupements méthyles le plus important pour les réactions de méthylation. 
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Des niveaux bas de choline pourrait alors affecter le développement de l’embryon par 4 

mécanismes différents. Ces mécanismes sont l’altération de la biosynthèse de l’acétylcholine, une 

perturbation de l’intégrité des membranes cellulaires, et comme le folate, l’accumulation de 

l’homocystéine et l’altération des réactions de méthylation. Selon une étude, une diète basse en 

choline diminuait le nombre de cellules progénitrices neurales [205]. De plus, une faible 

concentration de choline peut augmenter l’expression de gènes impliqués dans le cycle cellulaire 

et la différenciation via l’hypométhylation de l’ADN [191]. Alors qu’une diète enrichie en choline 

augmentait la neurogenèse dans le cerveau de l’embryon et réduisait l’apoptose dans ces cellules 

[206, 207]. Chez la souris, une concentration de choline allant jusqu’à 5mg/kg a des effets 

bénéfiques dans des modèles d’exposition ou de neuropathologie [208, 209]. Des études chez 

l’humain ont montré que la supplémentation en choline permettait d’améliorer les fonctions 

cognitives des enfants (revu dans [204, 210, 211]). Durant la grossesse, il est recommandé d’avoir 

un apport de 450mg/jour, mais l’apport maximal tolérable s’élève à 3500mg/jour [203]. 

La bétaïne, aussi appelé triméthylglycine, possèdent deux principales fonctions soient celle 

d’osmolyte et celle de donneurs de groupements méthyles. Sa fonction d’osmolyte permet de 

protéger les cellules et ses composants contre les stress de l’environnement (e.g., quantité faible 

d’eau, salinité élevée, températures extrêmes) [212]. Il a été démontré dans une étude in vitro 

que la bétaïne protégeait les embryons de souris dans les stades de préimplantation face à 

l’augmentation de l’osmolarité (revu dans [213, 214]). La bétaïne a aussi des propriétés 

antioxydantes qui protègent contre les effets du stress oxydatif causé par notamment l’alcool 

[215]. La bétaïne est essentielle au développement, entre autres, à cause de son rôle de donneur 

de groupements méthyles, mais pourrait aussi avoir un rôle à jouer au tout début du 

développement puisqu’elle est emmagasinée dans l’embryon jusqu’au stade de blastocyste chez 

la souris (revu dans [214]). Chez l’humain et la souris, il ne semble pas y avoir d’apport 

recommandé pour la bétaïne probablement dû au fait qu’elle peut être générée par la choline. 

Cependant, chez l’humain l’apport estimé est de 100-300mg/jour et un apport de 9- 15g/jour est 

considéré sécuritaire (revu dans [212, 216]). 

La vitamine B12 joue un rôle crucial dans la division cellulaire et la différenciation. Elle est aussi 

importante pour le développement du cerveau notamment au niveau de la myélinisation du 
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système nerveux central [197]. Les femmes consommant peu de viandes ont plus de chances 

d’avoir des carences en vitamine B12 (< 200pg/ml), ce qui peut mener à des restrictions de 

croissance intra-utérines, des défauts du tube neural, des retards de développement et un faible 

poids à la naissance [197, 217]. De plus, certaines études chez les enfants ont démontré qu’une 

déficience modérée à sévère en vitamine B12 pouvaient entraîner une démyélinisation du 

cerveau ainsi qu’une atrophie du cerveau [197, 218, 219]. Dans une étude chez des femmes 

indiennes, une supplémentation de vitamine B12 (50µg/jour) durant la grossesse a permis de 

réduire le nombre d’enfants avec un faible poids à la naissance comparativement au groupe 

contrôle [220]. Chez l’humain, il n’y a pas encore de maximum tolérable d’établi pour la vitamine 

B12 lors de la grossesse dû au manque de données sur les potentielles conséquences d’un excès 

[203]. 

Ces nutriments font partie de cycles qui sont interreliés entre eux et donc lorsqu’il y a un 

débalancement dans un, l’autre va essayer de compenser [216]. Par exemple, les souris avec un 

knockout du gène Mthfr (baisse de 5-méthylTHF) ont des concentrations diminuées de bétaïne et 

de choline afin de favoriser la conversion de l’homocystéine en méthionine [221]. Un déséquilibre 

pourrait donc engendrer des effets nuisibles sur d’autres voies biochimiques puisque ces 

nutriments sont impliqués dans plusieurs voies. 

1.3.3 Effet de l’alcool sur les donneurs de groupements méthyles 

L’alcool (acétaldéhyde) réduit l’absorption du folate au niveau des intestins ainsi que des reins et 

peut réduire l’expression des récepteurs de folate au niveau du placenta diminuant l’apport de 

folate à l’embryon [184]. La baisse d’absorption de folate peut entraîner une augmentation de 

l’utilisation de la choline diminuant son apport pour d’autres voies métaboliques impliqués, 

entres autres, dans le développement du cerveau [222]. L’alcool va aussi inhiber différentes 

enzymes du cycle de l’acide folique [97, 196]. L’alcool est capable d’inhiber la MTR réduisant par 

la même occasion les niveaux de SAM. Cette réduction de SAM cause une augmentation de la 

concentration de SAH inhibant l’action des DNMTs, ce qui peut causer de l’hypométhylation 

[184]. Pour compenser, l’activité de BHMT peut être induite après la prise d’alcool, mais ne peut 

pas être maintenue sur une période prolongée d’exposition [223]. Une exposition à l’alcool peut 
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aussi interférer avec l’activité de MAT en créant des espèces réactives d’oxygènes (ROS) qui vont 

inhiber MAT nécessaire à la conversion de la méthionine en SAM. Il y a donc moins de donneurs 

de groupements méthyles disponibles pour faire les réactions de méthylation, ce qui peut causer 

une hypométhylation de l’ADN. De plus, l’alcool et l’un de ses produits de dégradation soit 

l’acétaldéhyde peuvent tous deux avoir un effet sur l’activité des DNMTs en inhibant son activité 

et donc diminuer les réactions de méthylation de l’ADN [97]. Deux études chez l’humain ont 

démontré que la consommation d’alcool des alcooliques chroniques causait une réduction de la 

concentration de folate et une baisse d’expression des DNMTs, mais une augmentation de 

l’homocystéine [224, 225]. Une hyperhomocystéinémie peut augmenter les chances d’avoir un 

AVC chez ces personnes [225]. Dans une autre étude chez le rat, une exposition prénatale à 

l’alcool éthylique de type chronique (9-17g/kg) a causé une augmentation de la méthionine et 

l’homocystéine dans le plasma des mères alors que seulement la méthionine était augmentée 

dans les embryons à E21. Cette augmentation était aussi accompagnée d’une baisse d’expression 

des gènes Mtr et Mat2a dans le cerveau de ces embryons [226]. La prise d’alcool va alors 

grandement affecter les réactions de méthylation et peut affecter l’établissement des profils de 

méthylation de l’embryon en développement si la mère consomme durant sa grossesse. 

1.3.4 Modèles d’exposition à l’alcool avec une diète 

Lors de la grossesse et de l’allaitement, les besoins maternels en donneurs de groupements 

méthyles sont augmentés. La plupart des femmes n’atteignent pas l’apport recommandé 

exacerbant l’effet de l’alcool. Certaines études ont démontré qu’une supplémentation des 

différents donneurs de groupements méthyles peut avoir un effet protecteur face à une 

exposition prénatale à l’alcool. Ces études sont essentielles pour mieux comprendre les 

mécanismes par lesquels l’alcool affecte la progéniture des mères ayant consommé de l’alcool et 

éventuellement avoir des méthodes préventives qui peuvent mitiger l’impact d’une exposition 

prénatale à l’alcool. 

En 1988, il a été démontré qu’une importante dose d’éthanol (2 fois 2,5g/kg à 4 h d’intervalle) 

avec une diète déficiente en folate au stade E11.5 chez le rat résultait en 3 fois plus d’embryons 
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morts ou résorbés que la diète déficiente sans alcool éthylique [227]. Ce qui montre que le statut 

nutritionnel de la mère est très important lors du développement et lors d’une exposition.  

D’autres études ont démontré que plusieurs donneurs de groupements méthyles tels que la 

choline, bétaïne, vitamine B12 et le folate sont capables de mitiger les effets nocifs d’une 

exposition (Tableau 3, [9-14]). Par exemple, lorsqu’une diète enrichie en folate (10,25mg/kg) était 

donnée à la mère, le développement du cœur de l’embryon était protégé d’une exposition 

prénatale à l’alcool éthylique considérée comme une consommation excessive (binge drinking) 

chez la souris [12]. Chez le poisson-zèbre, Cadena et al. ont démontré qu’un enrichissement en 

folate dans le milieu pouvait mitiger partiellement les effets d’une exposition au début du 

développement de l’embryon au niveau des défauts morphologiques et du comportement [10] . 

Dans une étude chez la souris, la diète enrichie en bétaïne (50µg/ml) permettait de minimiser les 

défauts morphologiques causé par une exposition à l’alcool éthylique durant la préimplantation 

en plus de diminuer l’effet sur les niveaux globaux de méthylation. Ils ont aussi observé que la 

présence d’un supplément de bétaïne diminuait la quantité de ROS [14]. Des effets similaires de 

la bétaïne ont aussi été observés dans un modèle utilisant des embryons aviaires [11] 

Quant à la choline, une étude effectuée chez les rats a montré qu’un supplément donné en même 

temps qu’une exposition prénatale à l’alcool éthylique (E7 à E21) pouvait prévenir les altérations 

de la méthylation de l’ADN au niveau du promoteur Pomc et l’expression de Pomc dans les 

cerveaux de rats adultes [9]. Aussi, la sévérité des malformations au cerveau et les déficits 

comportementales semblent être réduits lors d’interventions postnatales avec du folate ou de la 

choline [190, 194]. En effet, dans une étude de suivi de 4 ans sur des enfants atteints de TSAF qui 

ont reçu 500 mg de choline par jour pendant 9 mois entre l'âge de 2 et 5 ans, les auteurs ont 

observé que les enfants traités avaient une intelligence non verbale plus élevée, une meilleure 

compétence visuo-spatiale, une meilleure capacité de mémoire de travail, une meilleure 

mémoire verbale et moins de symptômes comportementaux et de troubles de l'attention et 

d'hyperactivité que le groupe placebo [13]. Cela démontre que la choline a un effet durable, 

même 4 ans après le traitement.  Cependant, ces interventions postnatales ne peuvent pas 

renverser les phénotypes puisque les dommages sont déjà établis au niveau des structures des 
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cerveaux. Ce qui nous pousse à croire qu’une diète enrichie en divers nutriments de donneurs de 

groupements méthyles pourrait mitiger les effets d’une exposition prénatale à l’alcool et que 

l’effet de protection de la diète pourrait être plus important si elle est donnée tôt durant la 

grossesse lorsque l’embryon est au tout début du développement. De plus, il est important de 

cibler différentes composantes du cycle afin d’éviter de créer un débalancement dans celui-ci par 

l’augmentation d’une seule composante.



 

Tableau 3. –  Études de l’effet d’une diète enrichie en donneurs de groupements méthyles contre l’effet d’une exposition prénatale à 

l’alcool. 

 

Organisme 
modèle TSAF 

Type d'exposition 
prénatale à 

l'alcool 

Temps 
d'exposition 

Stade étudié 
Nutriments 

enrichis 
Effet de l'enrichissement Références 

Souris 
2 x 2,9g/kg EtOH 

(injections 
intrapéritonéales) 

E6,75 
(gastrulation) 

E7.5, E15.5 
Folate 

10,25mg/kg 
E0.5-E15.5 

Protection du développement du cœur. 
Normalisation de l'expression des gènes du 

métabolisme des lipides et du folate. 
[12]  

Poisson-
zèbre 

2% v/v EtOH   
(milieu) 

2-24 hpf 6-7 jpf 
Folate 75µM 

2-24 hpf 

Réduction des défauts morphologiques (cœur, yeux, 
inflation de la vessie natatoire). Rétablissement 
d'une inactivité plus constante pendant la nuit 

(moins de périodes d'éveil). Prévention des défauts 
induits par l'EtOH dans la thigmotaxie et la réponse 

optomotrice des larves. 

[10] 

Rat 
  6.7% v/v EtOH 
(Diète Liquide) 

E7-E21 P60-65 
Choline 642 mg/L  

E11-Naissance 

Normalisation des niveaux des protéines altérées 
par l'EtOH et les niveaux d'ARNm de H3K4me3, 

Set7/9, H3K9me2, G9a, Setdb1, Dnmt1 et MeCP2. 
Normalisation des altérations de la méthylation du 

gène Pomc et de l'expression génique. 

[9] 

Enfants 
diagnostiqués 

avec TSAF 
ND ND 6-9 ans 

Choline 513mg 
Chaque jour 

pendant 9 mois 
2-5 ans 

Intelligence non verbale plus élevée, meilleure 
aptitude visuo-spatiale, meilleure capacité de 

mémoire de travail, meilleure mémoire verbale et 
moins de symptômes comportementaux de troubles 

de l'attention avec hyperactivité que le groupe 
placebo. 

[13] 

Souris 
1% v/v EtOH 

(milieu) 
E0.5-E4.0 E4.0, E11.5 

Bétaïne 50µg/mL 
E0.5-E4.0 

Réduction du niveau de ROS causé par l'éthanol et 
amélioration du développement embryonnaire. 

Rétablissement du niveau global de méthylation de 
l'ADN génomique. 

[14] 

Caille 
40 mM  

(0,179g/dL) 
HH 4-5 

(gastrulation) 
HH 34 

Bétaïne 1µM-
3mM 

HH 4-5 

Baisse des défauts morphologiques (tête, cœur). 
Normalisation de la méthylation de l'ADN. 

[11] 



 

 

1.4 Problématique, hypothèse et objectifs 

1.4.1 Problématique 

Dans le laboratoire, nous avons démontré à l’aide d’un modèle préclinique murin que l’exposition 

prénatale à l’alcool éthylique pendant la période préimplantatoire altère le développement du 

cerveau et entraîne divers phénotypes neurologiques reliés au TSAF [8]. Dans ce modèle, nous 

avons montré que l’exposition perturbe les profils de méthylation de l’ADN et augmente le 

pourcentage de défauts morphologiques aux stades E10.5 et E18.5. Ces résultats nous ont 

poussés à nous demander si en modifiant l’environnement maternel on serait capable 

d’empêcher l’effet de l’alcool.   

Bien que les connaissances sur les mécanismes entourant l’effet d’une exposition prénatale à 

l’alcool se développent, beaucoup de mécanismes demeurent encore inconnus. Il est donc 

important d’investiguer comment les différents facteurs de l’environnement maternel 

interagissent avec l’exposition à l’alcool notamment l’alimentation de la mère. L’alimentation de 

la mère est importante pour le développement ainsi que pour les réactions épigénétiques, c’est 

donc un facteur qui peut grandement influencer l’effet d’une exposition prénatale à l’alcool soit 

en mitigeant ou en exacerbant les effets de celle-ci. 

1.4.2 Hypothèse 

Notre hypothèse de recherche est qu’une supplémentation nutritionnelle maternelle en 

donneurs de groupements méthyles va atténuer les phénotypes morphologiques et moléculaires 

associés à une exposition prénatale à l’alcool durant la préimplantation. 

1.4.3 Objectifs 

En utilisant notre modèle murin d’exposition prénatale à l’alcool éthylique de type binge drinking 

pendant la période préimplantatoire, mes objectifs étaient de : 
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1) Déterminer si une diète enrichie en donneurs de groupements méthyles donnée avant et 

pendant la gestation peut contrer les effets d’une exposition prénatale à l’alcool éthylique 

pendant la préimplantation.  

Pour déterminer l’effet protecteur de la diète enrichie, j’observerai d’abord la morphologie 

générale des embryons afin de déceler des défauts causés par une exposition prénatale à l’alcool 

éthylique durant la période préimplantatoire. Je récolterai des embryons aux stades E10.5 et 

E18.5, puis je déterminerai les défauts morphologiques visibles en plus de prendre des mesures 

des embryons. Ces mesures seront notamment le poids, la taille des embryons et des mesures 

associées à certains aspects faciaux puisque les phénotypes observés chez les enfants TSAF sont 

la restriction de croissance et les malformations crâniofaciales. Nous ferons aussi des colorations 

de squelettes afin de déterminer s’il y a des défauts au niveau de la formation du crâne et des os.   

 

2) Définir si une exposition à l’alcool éthylique pendant la préimplantation altère les profils de 

méthylation de l’ADN et l’expression génique des gènes à empreinte chez le cerveau 

embryonnaire, et investiguer si une diète maternelle enrichie peut normaliser ces profils.  

Afin de déterminer si l’exposition prénatale à l’alcool éthylique lors de la préimplantation altère 

les profils de méthylation et, le cas échéant, savoir si la diète peut mitiger ses effets en 

normalisant les profils de méthylation, je comparerai ces derniers par la technique d’Implicon 

[233] que j’ai adapté pour le projet. Cette technique consiste à amplifier des régions d’intérêts et 

nous nous concentrerons plus particulièrement sur les gènes à empreinte au stade E18.5. Pour ce 

qui est des changements d’expression dans les gènes à empreintes, j’utiliserai la technique de 

PCR quantitatif. Je comparerai l’expression génique entre les embryons exposés à l’EtOH et les 

embryons contrôles pour chaque diète au stade E18.5. Nous corrélerons aussi les résultats 

obtenus avec les profils de méthylation de l’ADN. 

 

 

 



 

Chapitre 2 – Matériel et méthodes 

2.1 Modèle murin d’exposition prénatale à l’alcool lors de la 

préimplantation avec diètes 

Pour ce projet, nous avons utilisé le modèle murin d’exposition à l’alcool éthylique déjà établi 

dans le laboratoire [8], mais en y ajoutant un groupe avec une diète enrichie en donneurs de 

groupements méthyles (Figure 4). Nous avons donc utilisé des femelles C57BL/6 de 4 semaines 

auxquelles nous avons donné leur diète respective (standard ou enrichie) ad libitum durant 4 

semaines avant la conception afin de stabiliser les niveaux de nutriments dans le sang et durant 

toute la grossesse. La diète standard est une diète NHI-31 (1,89g/kg choline, 2mg/kg acide 

folique, 0,06mg/kg B12) et la diète enrichie est sa version supplémentée (5,76g/kg choline, 5g/kg 

bétaïne, 5mg/kg acide folique, 0,5mg/kg B12). Pour garder l’équilibre des divers cycles impliqués 

dans le métabolisme du carbone (1C), différentes composantes menant à la production de 

groupements méthyles ont été augmentés. Les souris ont été maintenues sur des cycles de 

lumière de 12h. Après les 4 semaines de diète, une femelle d’environ 8 semaines était transférée 

dans la cage d’un mâle pour l’accouplement. La détection d’un bouchon vaginal est considérée 

comme le jour embryonnaire 0.5 (E0.5) et les femelles présumées enceintes étaient transférées 

dans de nouvelles cages.  

À E2.5 (stade 8-cellules), les femelles ont subi deux injections sous-cutanées de 2,5g/kg d’éthanol 

50% à 2 heures d’intervalle pour celles du groupe exposé et de 0,15M de solution saline pour celle 

du groupe contrôle. Nous avons confirmé que le taux d’alcool moyen observé sur une période de 

4h est de 158,31 mg/dL avec un pic de 284,00 mg/dL 3h après la première injection [8]. Les 

embryons ont été récupérés aux stades E10.5 et E18.5. Les embryons ainsi que leur cerveau ont 

été pesés. Les photos ont été prises avec un microscope stéréo Leica et les mesures de différents 

aspects des embryons ont été réalisées à partir du logiciel LAS X de Leica. Les distances de la tête 

à la croupe, du nez à l’arrière de la tête, entre les yeux, la hauteur de la tête, la largeur de la tête 

ont été mesurées (Figure 5). Les cerveaux ont été retirés à l’aide de pinces à microdissection et le 
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cerveau antérieur a été séparé du reste du cerveau. Ces échantillons ont été conservés à -80°C 

jusqu’à leur utilisation pour des expériences ultérieures.  

 

 

Figure 4. –  Schéma du modèle murin d’exposition prénatale à l’alcool éthylique avec une diète 

enrichie en donneurs de groupements méthyles. Les souris à 4 semaines ont été nourries 

avec leurs diètes respectives avant l’accouplement et tout au long de la grossesse. À E2.5, les 

mères ont reçu une exposition à l’alcool éthylique de type binge drinking soit 2 injections 

sous-cutanées à deux heures d’intervalle de 2.5g/kg (158,31 mg/dL durant 4h) et les contrôles 

ont été injectés 2 fois 0.15M de solution saline. Les embryons ont été récoltés et disséqués 

pour observer la morphologie et faire l’analyse de la méthylation de l’ADN dans les cerveaux 

antérieurs. Les embryons ont été divisés en 4 groupes soient diète standard contrôle, diète 

standard EtOH, diète enrichie contrôle et diète enrichie EtOH. 
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Figure 5. –  Exemples de mesures des embryons aux stades E10.5 et E18.5. a) Taille de la tête à la 

croupe b) Distance nez à derrière de la tête c) Hauteur de la tête d) Distance entre les yeux e) 

Largeur de la tête f) 1-Longueur de la tête, 2-Longueur du museau. 

2.2 Coloration du squelette 

Notre protocole de coloration du squelette a été adapté de Lambrot et al. [234] . Les embryons 

récupérés à E18.5 ont été fixés pendant 24h dans une solution éthanol 80%. La peau et les viscères 

ont ensuite été retirés et les embryons ont été fixés à nouveau dans une solution éthanol 95% 

durant 24h. Le cartilage a été coloré avec une solution de bleu alcian pour une période de 24h et 

a ensuite subi un lavage de 5h à l’éthanol 95%. Pour éliminer les muscles, les embryons ont 

baignés dans une solution de KOH 2% durant 24h. Par la suite, les os ont été colorés dans une 

solution de KOH 1%/rouge alizirin S 0.012% toute une nuit. Les embryons ont ensuite été 

transférés dans une solution de KOH 1%/glycérol 20% pour enlever les restants de tissus durant 

2 jours et ont été conservés dans une solution de glycérol 50%/éthanol 50%. Les images ont été 

prises avec un microscope stéréo Leica en champ clair et les mesures ont été faites à partir du 

logiciel LAS X de Leica. 
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2.3 Sexage des embryons 

Pour le sexage des embryons, nous avons utilisé l’ADN provenant d’une portion du sac vitellin ou 

de queue des embryons. Nous avons digéré les tissus dans une solution de digestion composée 

de KCl 50 mM, Tris-HCl 10 mM à pH 8.3, gélatine 0,1mg/ml, NP-40 0,45%, Tween-20 0,45% et de 

protéinase K 0,2mg/ml. Le tissu est digéré dans 50 µl de solution de digestion pendant environ 1h 

à 55°C, puis est chauffé à 95°C pendant 10 min pour désactiver la protéinase K. Par la suite, l’ADN 

génomique de cette solution a été amplifié par PCR quantitatif à l’aide d’amorces couvrant des 

régions identiques de Kdm5c/Kdm5d, localisées sur le chromosome X ou le chromosome Y 

respectivement, à une concentration finale de 0.8µM (forward et reverse) (Tableau 4). La 

présence de 2 pics représentant de l’ADN mâle, tandis qu’un seul pic est présent pour l’ADN 

femelle. 

Tableau 4. –   Séquences des amorces utilisées pour le sexage. 

Amorces Séquences 

Kdm5c/Kdm5d forward CTGAAGCTTTTGGCTTTGAG 

Kdm5c/Kdm5d reverse CCACTGCCAAATTCTTTGG 

 

2.4 Analyse des profils de méthylation 

Les cerveaux antérieurs des embryons E18.5 congelés ont été réduits en poudre dans un mortier 

contenant de l’azote liquide et du RNA later (Thermo Fischer) pour préserver l’intégrité de l’ARN 

jusqu’à son extraction ultérieure. La moitié de la poudre a été utilisé pour faire l’extraction d’ADN 

tandis que l’autre moitié a été conservée pour faire de l’extraction d’ARN. L’ADN a été extrait à 

l’aide du kit QIAamp DNA Mini de Qiagen et éluer dans 100 µl de tampon d’élution selon le 

protocole recommandé. L’ADN génomique (1µg) a ensuite été converti avec le kit EZ DNA 

methylation Gold de Zymo Research et éluer dans 100 µl de tampon d’élution et dilué pour 

atteindre une concentration de 1ng/µl.  

La méthylation dans les cerveaux E18.5 a été quantifiée par la technique Implicon adapté de 

Klobučar et al. (Figure 6, [233]). Premièrement, nous avons conçus les amorces de séquençage 

bisulfite en ajoutant la séquence «CTACACGACGCTCTTCCGATCT» à l’amorce forward et la 
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séquence «TGCTGAACCGCTCTTCCGATCTNNNNNNNN» à l’amorce reverse où N correspond à un 

nucléotide aléatoire (Tableau 10, Annexe). Ces nucléotides aléatoires serviront en tant 

qu’identifiant moléculaire unique (IMU) pour discriminer les duplications lors de l’analyse 

bioinformatique. Pour la première réaction PCR, 1ng d’ADN de chaque échantillon traité au 

bisulfite a été amplifié avec 0,375µM du pool des amorces (forward et reverse) et l’enzyme KAPA 

Hifi Uracil+Ready 2X dans un volume final de 8 µl pour chaque échantillon et chaque région. 

Ensuite, les réactions des régions amplifiées ont été combinées pour chaque échantillon, les pools 

ont été purifiés avec un ratio 1,5X de billes magnétiques AMPure XP et élués dans 20 µl de tampon 

d’élution. Pour le deuxième PCR, les pools PCR ont été quantifiés par Qubit et dilué à une 

concentration de 0,40ng/µl dans un volume final de 20µl de tampon d’élution. Les amorces 

utilisées dans le deuxième PCR contiennent les adaptateurs d’Illumina avec des codes-barres pour 

que chaque échantillon amplifié ait un code-barre unique sur le brin inverse (Tableau 11, Annexe).  

Le pool PCR dilué (20µl) a été amplifié avec 0,2µM de l’amorce PE1.0 d’Illumina, 0,2µM de 

l’amorce PE2.0 customisé d’Illumina et le mix KAPA Hifi Uracil+Ready 2X dans un volume final de 

50 µl. Après l’amplification, les réactions ont été purifiées avec un ratio 1X de billes magnétiques 

AMPure XP et éluées dans 20µl de tampon d’élution. Pour séquencer les librairies, la plateforme 

Miseq d’Illumina a été utilisé pour générer des lectures de 250pb paired-end. 
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Figure 6. –  Schéma représentant la méthode Implicon. L’ADN extrait du tissu du cerveau antérieur 

est converti au bisulfite, puis amplifié par une première paire d’amorces contenant les 

séquences de la région d’intérêt, les séquences complémentaires pour la deuxième paire 

d’amorces et l’IMU (en bleu). Les réactions sont combinées par échantillon et purifiées avant 

le deuxième PCR. La deuxième paire d’amorces contient les adaptateurs d’Illumina (en 

orange) en plus d’un code-barre sur l’amorce du brin inverse. Le pool d’amplicons est amplifié 

par cette paire d’amorces, puis purifié afin d’être séquencé par MiSeq. 

2.5 Analyse bioinformatique du séquençage 

L’analyse de la méthylation de l’ADN de nos échantillons est basée sur le pipeline bioinformatique 

de la technique Implicon [233]. Premièrement, les 8 nucléotides aléatoires servant d’IMU ont été 

enlevées et remis dans le readID des deux lectures de séquençage afin de faire la déduplication 

plus tard. Nous avons ensuite retiré des lectures de séquençage brutes les parties de séquences 
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de moins bonne qualité ainsi que les séquences des adapteurs. Ces deux étapes ont été 

accomplies avec l’outil Trim Galore (version 0.6.6). Pour faire l’alignement de nos séquences, nous 

avons utilisé les outils Bismark (version 0.22) qui est spécifique pour la méthylation de l’ADN. 

L’alignement a été fait avec le génome de référence de la souris mm10. Après l’alignement, les 

lectures ont été dédupliquées, puis les CpGs ont été extraits à l’aide de Bismark. Seuls les CpGs 

ayant une couverture de séquençage minimum de 10X ont été retenus et la moyenne de 

méthylation des échantillons a ensuite été calculée en fonction de la couverture. Pour la 

comparaison de la moyenne de méthylation par CpG entre les différentes conditions, nous avons 

utilisé seulement les CpGs communs pour les différents gènes d’intérêts. Les figures ont ensuite 

été conçues à partir des logiciels R (version 3.9) et GraphPad Prism 9. 

2.6 Analyse de l’expression génique 

L’expression génique a été mesurée par PCR quantitatif avec l’ARN total extraite du cerveau 

antérieur des embryons à E18.5 avec le kit RNeasy Mini (Qiagen). Ensuite, 1,5µg d’ARN pour 

chaque échantillon a été converti en ADNc avec la SuperScript IV Reverse Transcriptase (Thermo 

Fisher). Les amorces spécifiques aux régions d’intérêts ont été conçues avec Primer3 (version 

0.4.0) pour obtenir des amplicons de 60-150pb (Tableau 9, annexe). Le PCR quantitatif a été 

effectué à l’aide du Kit SensiFAST™ SYBR® No-ROX sur un LightCycler 96 (Roche Life Science). 

L’expression a été calculé en fonction de la formule de 2-∆Cq en utilisant le gène Hprt1 comme 

gène de référence. Les valeurs d’expression ont ensuite été normalisées en rapportant par 

rapport à la valeur d’un échantillon du groupe contrôle se rapprochant de la moyenne des 

embryons contrôles. L’analyse statistique est une ANOVA avec une correction de Welch effectuée 

dans Graphpad Prism 9. 

2.7 Analyse statistique 

Les mesures de la morphologie des embryons ont été analysées avec un t-test non pairé avec une 

correction de Welch. Ces analyses ont été faites à l’aide du logiciel GraphPad Prism 9. Pour ce qui 

est des pourcentages d’embryons affectés, ceux-ci ont été analysé à l’aide d’un test chi carré. 

L’analyse statistique du pourcentage de type de défauts est un z-test à deux proportions 

effectuées dans le logiciel R (version 3.9). Finalement, les tests de la variabilité des valeurs des 
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échantillons de coloration de squelette est un test de Levene aussi effectué dans le logiciel R 

(version 3.9).



 

Chapitre 3 – Résultats 

3.1 Atténuation des défauts morphologiques (E10.5) causées par une 

exposition prénatale à l’alcool par la prise d’une diète enrichie en 

donneurs de groupements méthyles. 

Notre laboratoire a démontré à l’aide d’un modèle murin préclinique, qu’une exposition 

prénatale à l’alcool éthylique durant la période préimplantatoire peut avoir des conséquences 

négatives sur la morphologie et les profils de méthylation de l’ADN au jour E10.5 [8]. Cependant, 

on ne sait pas encore, suite à cette exposition, si les effets perdurent au cours du développement 

et s’ils peuvent être prévenus par une nutrition maternelle enrichie en donneurs de groupements 

méthyles. Afin de répondre à ces questionnements, nous avons combiné notre modèle murin de 

TSAF avec une diète enrichie en donneurs de groupements méthyles (e.g. folate, choline, bétaïne, 

vitamine B12) (Figure 4). Différentes études ont démontré que les valeurs des nutriments 

supplémentées étaient sécuritaires pour l’embryon et protégeait face à diverses expositions [9, 

12, 208, 209, 235]. Cette diète a été donnée à des femelles 4 semaines avant l’exposition et 

jusqu’à la récupération des embryons. Afin de valider notre modèle, nous avons en premier lieu 

récupéré les embryons à la mi-gestation (E10.5) et les avons évalués selon un système 

d’évaluation dysmorphologique. Comme dans notre étude précédente, l’exposition à l’alcool 

éthylique pendant la période préimplantatoire n’a pas affecté le nombre d’embryons des portées 

ou autres mesures comparativement au groupe contrôle (Figure 7). Similairement, nous 

observons aucune différence lorsqu’on compare le nombre d’embryons par portées entre les 

contrôles (moyenne =7,5 vs 8,4) et les embryons exposés (moyenne = 8,5 vs 9,2) pour la diète 

standard et la diète enrichie respectivement (Figure 7, Tableau 5).  Pour ce qui est des mesures 

morphologiques (distance couronne-croupe, distance nez-derrière de tête, hauteur de la tête), il 

n’y avait pas non plus de changement significatif dans les différentes mesures observées (Figure 

7). Ceci démontre que l’exposition ou la diète ne changent pas les caractéristiques physiques des 

embryons exposés à E10.5. 
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Figure 7. –  La diète enrichie en donneurs de groupements méthyles n’a pas d’effet sur le 

développement des embryons à la mi-gestation. La grosseur de la portée (diète standard: Ctl 

(n=6) et EtOH (n=6), diète enrichie: Ctl (n=8) et EtOH (n=6)) et les mesures des caractéristiques 

physiques des embryons pour les 4 groupes (diète standard: contrôle (n=38) et embryons 

exposés à l’EtOH (n=43), diète enrichie: contrôle (n=56) et embryons exposés à l’EtOH (n=42)). 

L’analyse statistique a été mesurée par un t-test non-pairé avec une correction de Welch et 

les barres d’erreurs représentent la SD *p≤0.05, ** p≤0.01, ***p≤0.001 et ****p≤0.0001. 

 

Tableau 5. –  Aspects morphologiques des embryons à E10.5.  

E10.5 Diète standard Diète enrichie 

  

Moyenne 
Ctl  

(n=6, n=38) 

Moyenne 
EtOH  

(n=6, n=43) 
p-value   

Moyenne 
Ctl 

(n=8, n=56) 

Moyenne 
EtOH  

(n=6, n=42) 
p-value   

Nombre 
d’embryons 
par portée 

7,5 ± 2,0 8,5 ± 1,0 0,3068 ns 8,4 ± 1,5 9,2 ± 0,8 0,2248 ns 

Distance 
couronne-

croupe 
4,94 ± 0,51 5,08 ± 0,47  0,2304 ns 5,11 ± 0,42 5,05 ± 0,63 0,1581 ns 

Distance nez-
derrière de la 

tête 
2,21 ± 0,24 2,16 ± 0,21 0,3500 ns 2,28 ± 0,25 2,22 ± 0,30 0,0559 ns 

Hauteur de la 
tête 

1,35 ± 0,16 1,28 ± 0,17 0,1102 ns 1,39 ± 0,17 1,33 ± 0,20 0,0582 ns 

 

Bien qu’on ne voie pas de différence significative dans la taille moyenne des embryons à la suite 

d’une exposition prénatale à l’alcool éthylique, comme dans notre étude précédente, nous avons 
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observé des défauts morphologiques causés par l’exposition (Figure 8). Parmi les malformations 

notées, nous remarquons une augmentation significative de malformations aux cerveaux et de 

retards de croissance (exemples de défauts à la figure 8d). Plus précisément, pour la diète 

standard, nous avons observé une augmentation des défauts morphologiques chez les embryons 

exposés à l’EtOH comparativement aux contrôles (Ctl 5,3% vs EtOH 31,7%, p≤0,0001) (Figure 8a). 

Plus de défauts sont aussi observés chez les embryons exposés à l’EtOH de la diète enrichie 

comparativement aux embryons contrôles (Ctl 5,6% vs EtOH 16,7%, p≤0.01). Cependant, on 

détecte une baisse significative pour les embryons exposés à l’EtOH de la diète enrichie par 

rapport à ceux de la diète standard (diète standard-EtOH 31,7% vs diète enrichie-EtOH 16,7%, 

p≤0.05). Lorsqu’on compare les types de défauts de la diète standard et de la diète enrichie, deux 

catégories ressortent soient les malformations au cerveau (diète standard : Ctl 2,6% vs EtOH 

17,1%, p=0,09; diète enrichie : Ctl 0,0% vs EtOH 7,1%, p=0,2) ainsi que les restrictions/retards de 

croissance (diète standard : Ctl 2,6% vs EtOH 14,6%, p=0,2; diète enrichie : Ctl 5,6% vs EtOH 9,5%, 

p=0,7). On a remarqué que la diète enrichie diminue de moitié les malformations de cerveau chez 

les embryons exposés comparativement à la diète standard (p=0,3), mais diminue de façon moins 

importante les restrictions/retards de croissance (p=0,8) (Figure 8a,b). Cependant, lorsque les 

défauts sont comparés un à un, on ne voit pas de différence significative contrairement à 

lorsqu’ils sont combinés. Nous avons observé des embryons avec des retards de croissance, des 

défauts du tube neural et des malformations crâniales, mais ceux-ci ne représentent pas la 

majorité des embryons observés et certains ont une apparence normale chez les embryons 

exposés de la diète standard (Figure 8a,c). Aucun défaut du tube neural n’a été observé chez les 

embryons exposés à l’EtOH de la diète enrichie, mais certains présentaient aussi des 

malformations crâniales et des retards de croissance. Ces résultats démontrent qu’une exposition 

à l’alcool éthylique lors de la préimplantation cause des défauts morphologiques qui peuvent être 

atténuées de façon significative par une diète maternelle enrichie en donneurs de groupements 

méthyles.  
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Figure 8. –  La diète enrichie en donneurs de groupements méthyles réduit les effets d’une 

exposition à l’alcool éthylique de type binge drinking chez les embryons E10.5. a) 

Pourcentage d’embryons affectés par un défaut morphologique. b) Types de défauts observés 

chez les embryons affectés c) Image des différents défauts observés selon l’exposition et la 

diète (Contrôles : i, iv et vii; Retards de croissance : ii; Malformations du cerveau : v, viii; 

Normaux : iii, vi) (portées (n=6-8), diète standard: contrôle (n=38) et embryons exposés à 

l’EtOH (n=43), diète enrichie: contrôle (n=56) et embryons exposés à l’EtOH (n=42)). L’analyse 

statistique a été mesurée par un test chi-carré *p≤0.05, ** p≤0.01, ***p≤0.001 et 

****p≤0.0001. 
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Bien que nous observions plus de défauts morphologiques chez les embryons exposés à l’alcool 

éthylique, nous voulions déterminer la répartition de ces embryons dans les différentes portées 

afin de s’assurer qu’il n’y avait pas un effet maternel. Après analyse, nous avons remarqué que 

dans la diète standard, 5 des 6 portées exposées à l’alcool éthylique avaient au moins un embryon 

affecté comparativement à 2 des 6 portées contrôles (p-value < 10-5) (Tableau 6, Figure 9). Pour 

la diète enrichie, il y a aussi 5 des 6 portées exposées à l’alcool éthylique qui possèdent au moins 

un embryon affecté comparé à 3 des 8 portées contrôles (p-value < 10-5). Bien que le nombre de 

portées exposées ayant au moins un embryon affecté est égal dans les deux diètes, la diète 

enrichie a rarement plus d’un embryon affecté par portée (Tableau 6, Figure 9). Ce qui démontre 

que la diète enrichie atténue l’impact de l’exposition à l’alcool éthylique au stade E10.5. 

 

  

Figure 9. –  Effet de la diète contre l’exposition à l’alcool éthylique sur les portées au stade E10.5. a) 

Pourcentage de portées affectées (n=6-8) b) Nombre d’embryons présentant un défaut 

morphologique par portée. L’analyse statistique pour le pourcentage de portées affectées a 

été mesurée par un test chi-carré *p≤0.05, ** p≤0.01, ***p≤0.001 and ****p≤0.0001. 

L’analyse statistique a été mesurée par un test ANOVA avec correction de Welch *p≤0.05, ** 

p≤0.01, ***p≤0.001 et ****p≤0.0001. 
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Tableau 6. –  Embryons et portées présentant un défaut morphologique à E10.5. 

E10.5 Diète standard Diète enrichie 

  
Ctl EtOH Valeur X² p-value* Ctl EtOH Valeur X² p-value* 

Embryons avec 

au moins un 

défaut 

morphologique 

2/38 13/43 21,65 <0,00001 3/56 7/42 7,35 0,013 

Mères avec au 

moins un 

embryon avec un 

défaut 

2/6 5/6 51.31 <0,00001 3/8 5/6 42.37 <0,00001 

*Chi carré 

3.2 Atténuation des défauts morphologiques par la prise d’une diète 

enrichie en donneurs de groupements méthyles à E18.5. 

Ayant démontré que la diète enrichie pouvait réduire les défauts morphologiques à mi-gestation 

(E10.5) suivant une exposition prénatale à l’alcool éthylique sur les embryons préimplantatoires, 

j’ai voulu déterminer l’effet de la diète pendant toute la période de gestation. Donc, suivant mon 

modèle d’exposition à l’alcool et diète maternelle (Figure 4), j’ai cette fois récupéré les embryons 

juste avant la naissance au jour E18.5 et effectué diverses analyses suivant notre système 

d’évaluation dysmorphologique. Premièrement, l’exposition à l’alcool éthylique ne diminue pas 

de manière significative le nombre d’embryons par portée à E18.5 (Diète standard : Ctl 8.5 vs 

EtOH 7.8; Diète enrichie : Ctl 8.8 vs EtOH 8.4; n=8-9 portées) (Tableau 7, Figure 10). Également, la 

diète enrichie n’affecte pas le nombre d’embryons par portée et ne cause pas de changements 

morphologiques lorsqu’on compare les embryons contrôles des deux diètes. Cependant, on peut 

voir que les embryons exposés à l’éthanol de la diète standard ont une augmentation significative 

pour divers aspects morphologiques soient le poids du cerveau (Ctl 0,0591g vs EtOH 0,0623g, 

p≤0,01), la taille de la tête (Ctl 5,47mm vs EtOH 5,70mm, p≤0,01), la largeur de la tête (Ctl 6,07mm 

vs EtOH 6,24mm, p≤0,001) ainsi que la distance entre les yeux (Ctl 3,68mm vs EtOH 3,74mm, 

p≤0,05) (Figure 10, Tableau 7). On observe aussi que la diète enrichie rectifie la plupart de ces 
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changements et que les embryons exposés à l’EtOH de la diète ont une augmentation significative 

seulement pour la taille de la tête (Ctl 5,34mm vs EtOH 5,55mm, p≤0,01) (Tableau 7, Figure 10).  

 

 

Figure 10. –  La diète enrichie en donneurs de groupements méthyles corrige certains changements 

morphologiques causés par l’alcool éthylique chez les embryons à E18.5. La grosseur de la 

portée (diète standard: Ctl (n=8) et EtOH (n=9), diète enrichie: Ctl (n=9) et EtOH (n=9)) et les 

mesures des aspects morphologiques des embryons pour les 4 groupes (diète standard: 

contrôle (n=68) et embryons exposés à l’EtOH (n=70), diète enrichie: contrôle (n=69) et 

embryons exposés à l’EtOH (n=75)). L’analyse statistique a été mesurée par un t-test non-

pairé avec une correction de Welch et les barres d’erreurs représentent la SD *p≤0.05, ** 

p≤0.01, ***p≤0.001 et ****p≤0.0001 
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Tableau 7. –  Aspects morphologiques des embryons E18.5. 

E18.5 Diète standard Diète enrichie 

  

Moyenne 
Ctl 

(n=8, n=68) 

Moyenne 
EtOH  

(n=9, n=70) 
p-value   

Moyenne 
Ctl 

(n=8, n=69) 

Moyenne 
EtOH  

(n=9, n=75) 
p-value   

Nombre 
d’embryons 
par portée 

8,5 ± 1,7 7,8 ± 2,8 0,5908 ns 8,8 ± 1,8 8,4 ± 1,9 0,7335 ns 

Poids 
embryon 

1,07 ± 0,10 1,09 ± 0,97 0,0928 ns 1,04 ± 0,15 1,06 ± 0,15 0,6090 ns 

Poids cerveau 
0,0591  

± 0,0053 
0,0623  

± 0,0096 
0,0018 ** 

0,0600  
± 0,0052 

0,0609 
 ± 0,0059 

0,3354 ns 

Distance 
couronne-

croupe 
20,88 ± 1,06 21,11 ± 1,13 0,2224 ns 

20,78 ± 
1,05 

20,71 ± 0,89 0,6939 ns 

Distance nez-
derrière de la 

tête 
10,06 ± 0,41 10,19 ± 0,42 0,0622 ns 

10,10 ± 
0,44 

10,15 ± 0,40 0,4874 ns 

Hauteur de la 
tête 

5,47 ± 0,48 5,70 ± 0,53 0,0095 ** 5,34 ± 0,39 5,55 ± 0,41 0,0017 ** 

Largeur de la 
tête 

6,07 ± 0,26 6,24 ± 1,09 0,0007 *** 6,03 ± 0,77 6,07 ± 0,75 0,3312 ns 

Distance 
entre les yeux 

3,68 ± 0,17 3,74 ± 0,49 0,0396 * 3,69 ± 0,76 3,75 ± 0,48 0,0668 ns 

*t-test avec correction de Welch 

Comme au stade E10.5, nous avons observé des défauts morphologiques chez les embryons E18.5 

(Figure 11). Les embryons exposés à l’alcool éthylique de la diète standard ont une augmentation 

significative du nombre d’embryons affectés par rapport aux embryons contrôles (Ctl 4,4% vs 

EtOH 18,6%, p≤0.01) (Figure 11a). Les types de défauts que nous avons observé chez ces 

embryons sont des restrictions ou retards de croissance (diète standard : Ctl 3% vs EtOH 7%, 

p=0,5), des défauts aux yeux (diète standard : Ctl 1% vs EtOH 1%, p=1,0), des malformations au 

cerveau (diète standard : Ctl 0% vs EtOH 3%, p=0,5) ainsi que des défauts divers (diète standard : 
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Ctl 0% vs EtOH 7%, p=0,07). Ces autres défauts comprennent des défauts plus rares comme la 

polydactylie ou moins caractérisé comme une morphologie anormale du corps (Figure 11b,c). 

Bien que nous voyions une augmentation significative des défauts chez les embryons EtOH de la 

diète standard, il n’y pas de différence significative lorsqu’on compare les types de défauts un à 

un. Avec la diète enrichie, les embryons exposés à l’alcool éthylique ne présentaient pas de 

défauts aux yeux, de défauts divers et avait une légère diminution au niveau des 

restrictions/retards de croissance (diète standard : EtOH 7% vs diète enrichie EtOH 5%, p=0,9) et 

des malformations au cerveau (diète standard: EtOH 3% vs diète enrichie: EtOH 1%, p=1,0). Aussi, 

lorsqu’on compare le pourcentage total de défauts morphologiques des embryons exposés à 

l’EtOH entre les deux diètes, le pourcentage de la diète enrichie est presque trois fois plus petit 

que celui de la diète standard (diète standard: EtOH 18,6% vs diète enrichie : EtOH 6,7%, p≤0,05). 

Ce qui démontre que la diète enrichie a un effet protecteur au cours de la gestation face à une 

exposition à l’alcool éthylique comparativement à la diète standard et permet de réduire le 

nombre de défauts visibles. 

Nous avons aussi vérifié la répartition des embryons affectés dans les portées. Pour la diète 

standard, nous avons remarqué qu’un peu plus de la moitié des portées sont affectées par 

l’exposition à l’alcool éthylique comparativement au contrôle qui ont 3 sur 8 portées d’affectées 

(p-value =0,011) (Tableau 8, Figure 12). Environ un cinquième des portées exposées à l’EtOH 

comportent au moins un embryon affecté et seulement un dixième pour les contrôles dans la 

diète enrichie en donneurs de groupements méthyles (p-value=0,17) (Tableau 8). Donc, on voit 

que ce n’est pas seulement une portée qui est affectée par l’alcool éthylique et que la diète réduit 

le nombre de portées affectées. 
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Figure 11. –  La diète enrichie en donneurs de groupements méthyles réduit les défauts associés à 

une exposition prénatale à l’alcool de type binge-drinking à E18.5. a) Comparaison du 

pourcentage d’embryons affectés entre les embryons contrôles (n=68; n=70) et les embryons 

exposés à l’éthanol (n=69; n=75) à E18.5 pour les diètes standard et enrichie respectivement. 

L’analyse statistique a été mesurée avec un test chi-carré *p≤0.05, ** p≤0.01 et ***p≤0.001. 

b) Comparaison des types de défauts observes dans les embryons affectés par une exposition 

à l’éthanol entre les diètes standard et enrichie à E18.5. c) Images des divers défauts observés 

selon leurs expositions et leurs diètes 
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Figure 12. –  Effet de la diète contre l’exposition à l’alcool éthylique sur les portées au stade E18.5. a) 

Pourcentage de portées affectées (n=8-9). b) Nombre d’embryons affectés par portée. 

L’analyse statistique pour le pourcentage de portées affectées a été mesurée par un test chi-

carré *p≤0.05, ** p≤0.01, ***p≤0.001 and ****p≤0.0001. L’analyse statistique a été réalisée 

par un test ANOVA avec correction de Welch *p≤0.05, ** p≤0.01, ***p≤0.001 et 

****p≤0.0001. 

 

Tableau 8. –  Embryons et portées présentant un défaut morphologique à E18.5 

E18.5 Diète standard Diète enrichie 

  
Ctl EtOH Valeur X² p-value* Ctl EtOH Valeur X² p-value* 

Embryons avec 

au moins un 

défaut 

morphologique 

3/68 13/70 9,28 0,0047 1/69 5/75 2,91 0,17 

Mères avec au 

moins un 

embryon avec un 

défaut 

3/8 5/9 6,50 0,011 1/9 2/9 4,39 0,036 

*Chi carré 

3.3 Effet de la diète enrichie contre une exposition prénatale à l’alcool 

sur le squelette des embryons à E18.5. 

Puisque les enfants TSAF peuvent avoir des malformations crâniofaciales et que des études 

démontrent que les os peuvent être affectés par la prise d’alcool maternelle de façon chronique 

ou avec une dose aigüe [236, 237], nous avons voulu investiguer l’effet potentiel d’une exposition 
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prénatale lors de la préimplantation sur le développement du squelette. Nous avons donc 

effectué des colorations de squelette à l’alizirin red et l’alcian blue pour vérifier l’ossification des 

embryons ainsi que la formation du cartilage au stade E18.5. Nous avons observé 

chez certains embryons exposés à l’alcool éthylique des deux diètes de légers retards dans la 

formation des os comparativement aux embryons contrôles (Figure 13a). Ces retards sont 

retrouvés au niveau des sternèbres (diète standard n=4, diète enrichie n=1) et une perte 

d’ossification à certains endroits de l’os occipital est observé (diète standard n=1, diète enrichie 

n=1). Certains embryons présentaient les deux défauts (diète standard n=3, diète enrichie n=4) 

et parmi les embryons exposés de la diète standard, deux embryons avaient un retard dans la 

formation de la 4e sternèbre comparativement aux contrôles et aux embryons exposés à l’EtOH 

sans défaut apparent du squelette (Figure 13d). De plus, les embryons affectés au niveau du 

squelette étaient majoritairement plus petits.  Il n’y a pas de changement significatif dans la taille 

de la tête ou la longueur du museau, mais une plus grande variabilité est observée chez les 

embryons exposés à l’alcool éthylique des deux diètes lorsque comparés aux contrôles (Figure 

13b,c). Cette variabilité est significative seulement pour la longueur du museau des embryons 

exposés à l’alcool éthylique comparativement aux contrôles de la diète standard. Ces résultats 

démontrent que de légers retards de croissance des os sont observables à la suite d’une 

exposition prénatale à l’alcool éthyliques dans les deux diètes. 
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Figure 13. –  La diète enrichie ne prévient pas les légers retards d’ossification  causés par une 

exposition prénatale à l’alcool éthylique. a) Type de délais d’ossification observés b) Mesures 

de la taille de la tête c) Mesure de la taille du museau d) Exemples des délais d’ossification 

observés (Diète standard : contrôle n=6 et embryons exposés à l’éthanol n=18, Diète enrichie : 

contrôle n=5 et embryons exposés à l’EtOH n=16). Les tests statistiques ont été analysés avec 

un t-test non pairé avec une correction de Welch et les barres d’erreurs représentent la SD 

*p≤0.05, ** p≤0.01, ***p≤0.001 et ****p≤0.0001. 
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3.4 Effet de la diète enrichie contre une exposition prénatale à l’alcool 

sur la méthylation et l’expression des gènes à empreintes 

Pendant la période préimplantatoire, les profils de méthylation d’ADN doivent être maintenus 

sur les gènes à empreintes, et la perte de ces profils peut mener à divers problèmes 

développementaux.  Pour déterminer si les défauts morphologiques qu’on observe étaient 

associés à une méthylation erronée des gènes à empreintes, nous avons utilisé une 

approche ciblée (Implicon) afin de séquencer les régions régulatrices (ICR) de divers gènes à 

empreinte. Cette méthode nous permet d’analyser la présence ou absence de méthylation d’ADN 

sur les CpGs retrouvés dans un segment d’ADN de 250-500pb des ICR.   Une première vue 

d’ensemble nous fait constater que la moyenne de méthylation de ces régions est stable et que 

peu de changements sont apparents à travers les conditions (Figure 14).  Par exemple, des gènes 

comme Plagl1-Zac1, Meg3, Peg13 et Igf2r, démontrent des niveaux de méthylation 

constant dans les 4 conditions. 
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Figure 14. –  L’exposition prénatale à l’alcool éthylique causent de faibles changements au niveau de 

la moyenne de méthylation des gènes à empreinte. Heatmap de la moyenne de méthylation 

pour chaque condition des gènes à empreinte classés selon leur ordre dans le génome. (Diète 

standard : contrôle n=6 et embryons exposés à l’EtOH n=10, diète enrichie : contrôle n=6 et 

embryons exposés à l’EtOH n=10) 

Lorsqu’on regarde la moyenne de la méthylation pour les valeurs individuelles des échantillons, 

la plupart des gènes n’ont pas de différence significative de méthylation (Figure 15-17). De plus, 

ces gènes n’ont pas de changement d’expression significatif à l’exception de quelques-uns 

(Peg10, Mest, Kcnq1, Plagl1, Grb10) qui ont une légère augmentation d’expression chez les 

embryons exposés à l’alcool éthylique des diètes standard et enrichie, ce qui concorde 

généralement avec ce qui est observé pour la méthylation (Figure 15-17).  
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Bien que la plupart des gènes n’ont pas de changement significatif au niveau de la méthylation, 

certains gènes (e.g. Nesp, Peg3, Dlk1-Dio3, Peg13) ont de faibles changements significatifs 

particulièrement lorsqu’on regarde de manière sexe-spécifique (Figure 18-21). Par exemple, on 

voit que la méthylation du ICR de Dlk1-Dio3 a une tendance vers une hypométhylation chez les 

embryons femelles exposés à l’EtOH de la diète standard alors que les embryons exposés à l’EtOH 

de la diète enrichie sont plus près des contrôles (Figure 20C). Lorsqu’on compare la méthylation 

avec l’expression du gène Dlk1, on peut voir que les changements d’expression concordent avec 

les changements de méthylation (Figure 20C.i). En effet, l’hypométhylation des embryons 

exposés à l’EtOH de la diète standard cause une augmentation de l’expression par rapport aux 

contrôles alors que les embryons exposés à l’EtOH de la diète enrichie ont des niveaux 

d’expression similaires aux contrôles. Ce qui indique que la diète a prévenu ce changement de 

méthylation et d’expression chez les femelles. Cependant, cet effet protecteur n’est pas observé 

chez les mâles. Pour ce qui est de Dio3, on ne voit pas de changement significatif au niveau de 

l’expression, mais il semble quand même y avoir une tendance similaire à Dlk1 (Figure 20C.ii).  

Donc, de manière générale, l’exposition prénatale à l’alcool éthylique a affecté peu la 

méthylation, dans les régions ciblées, et l’expression des gènes à empreintes. Cependant, la diète 

pourrait potentiellement avoir un effet protecteur sur la méthylation et l’expression de certains 

gènes.  
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Figure 15. –  Niveaux de méthylation et d’expression des gènes à empreinte Peg10, Mest-Peg1 et 

Snrpn suivant une exposition prénatale à l’alcool éthylique. A-C) Valeurs de la moyenne de 

la méthylation des différents échantillons A.i-C.i) Valeurs d’expression normalisée des gènes 

correspondants en A-C (Diète standard : contrôle n=6 et éthanol n=10, Diète enrichie : 

contrôle n=6 et éthanol n=10). Les analyses statistiques de la moyenne de méthylation et de 

l’expression ont été effectuées avec des t-tests multiples avec correction de Welch et une 

ANOVA avec correction de Welch respectivement (barres d’erreurs : SD) *p≤0.05, ** p≤0.01, 

***p≤0.001 et ****p≤0.0001. 
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Figure 16. –  Niveaux de méthylation et d’expression des gènes à empreinte Kcnq1, Plagl1, Zac1 et 

Grb10 suivant une exposition prénatale à l’alcool éthylique. A-C) Valeurs de la moyenne de 

la méthylation des différents échantillons A.i-C.i) Valeurs d’expression normalisée des gènes 

correspondants en A-C (Diète standard : contrôle n=6 et éthanol n=10, Diète enrichie : 

contrôle n=6 et éthanol n=10). Les analyses statistiques de la moyenne de méthylation et de 

l’expression ont été effectuées avec des t-tests multiples avec correction de Welch et une 

ANOVA avec correction de Welch respectivement (barres d’erreurs : SD) *p≤0.05, ** p≤0.01, 

***p≤0.001 et ****p≤0.0001. 
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Figure 17. –  Niveaux de méthylation et d’expression des gènes à empreinte Igf2r, Commd1 et Zrsr1 

suivant une exposition prénatale à l’alcool éthylique. A-B) Valeurs de la moyenne de la 

méthylation des différents échantillons A.i-B.ii) Valeurs d’expression normalisée des gènes 

correspondants en A-C (Diète standard : contrôle n=6 et éthanol n=10, Diète enrichie : 

contrôle n=6 et éthanol n=10). Les analyses statistiques de la moyenne de méthylation et de 

l’expression ont été effectuées avec des t-tests multiples avec correction de Welch et une 

ANOVA avec correction de Welch respectivement (barres d’erreurs : SD) *p≤0.05, ** p≤0.01, 

***p≤0.001 et ****p≤0.0001. 
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Figure 18. –  Niveaux de méthylation et d’expression des gènes à empreinte Gpr1, Zdbf2, Nnat et 

Gnas suivant une exposition prénatale à l’alcool éthylique. A-C) Valeurs de la moyenne de la 

méthylation des différents échantillons A.i-C.i) Valeurs d’expression normalisée des gènes 

correspondants en A-C (Diète standard : contrôle n=6 et éthanol n=10, Diète enrichie : 

contrôle n=6 et éthanol n=10). Les analyses statistiques de la moyenne de méthylation et de 

l’expression ont été effectuées avec des t-tests multiples avec correction de Welch et une 

ANOVA avec correction de Welch respectivement (barres d’erreurs : SD) *p≤0.05, ** p≤0.01, 

***p≤0.001 et ****p≤0.0001. 
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Figure 19. –  Niveaux de méthylation et d’expression des gènes à empreinte H13, Mcts2, Nesp et 

Nap1l5 suivant une exposition prénatale à l’alcool éthylique. A-C) Valeurs de la moyenne de 

la méthylation des différents échantillons A.i-C.i) Valeurs d’expression normalisée des gènes 

correspondants en A-C (Diète standard : contrôle n=6 et éthanol n=10, Diète enrichie : 

contrôle n=6 et éthanol n=10). Les analyses statistiques de la moyenne de méthylation et de 

l’expression ont été effectuées avec des t-tests multiples avec correction de Welch et une 

ANOVA avec correction de Welch respectivement (barres d’erreurs : SD) *p≤0.05, ** p≤0.01, 

***p≤0.001 et ****p≤0.0001. 
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Figure 20. –  Niveaux de méthylation et d’expression des gènes à empreinte Peg3, Meg3, Dlk1 et Dio3 

suivant une exposition prénatale à l’alcool éthylique. A-C) Valeurs de la moyenne de la 

méthylation des différents échantillons A.i-C.ii) Valeurs d’expression normalisée des gènes 

correspondants en A-C (Diète standard : contrôle n=6 et éthanol n=10, Diète enrichie : 

contrôle n=6 et éthanol n=10). Les analyses statistiques de la moyenne de méthylation et de 

l’expression ont été effectuées avec des t-tests multiples avec correction de Welch et une 

ANOVA avec correction de Welch respectivement (barres d’erreurs : SD) *p≤0.05, ** p≤0.01, 

***p≤0.001 et ****p≤0.0001. 
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Figure 21. –  Niveaux de méthylation et d’expression des gènes à empreinte Peg13, Igf2 et H19 

suivant une exposition prénatale à l’alcool éthylique. A-B) Valeurs de la moyenne de la 

méthylation des différents échantillons A.i-B.ii) Valeurs d’expression normalisée des gènes 

correspondants en A-B (Diète standard : contrôle n=6 et éthanol n=10, Diète enrichie : 

contrôle n=6 et éthanol n=10). Les analyses statistiques de la moyenne de méthylation et de 

l’expression ont été effectuées avec des t-tests multiples avec correction de Welch et une 

ANOVA avec correction de Welch respectivement (barres d’erreurs : SD) *p≤0.05, ** p≤0.01, 

***p≤0.001 et ****p≤0.0001. 





 

Chapitre 4 – Discussion 

Il est maintenant reconnu qu’une exposition prénatale à l’alcool pendant la gestation peut avoir 

des conséquences graves sur le développement l’enfant et mener aux TSAF. Cependant, on 

connait très peu les effets d’une telle exposition pendant la période préimplantatoire, et si nous 

pouvons protéger l’embryon des potentiels impacts négatifs via la diète. Puisqu’il n’y a pas de 

traitement post-natal possible pour les enfants atteints de TSAF, une des façons de mitiger ou 

contrer les effets d’une exposition à l’alcool pourrait être fait à travers la diète maternelle. À 

travers mes travaux de maîtrise, je démontre qu’une exposition à l’alcool éthylique durant la 

période préimplantatoire a un impact à long terme sur la morphologie embryonnaire durant 

toute la gestation, et que l’application d’une diète maternelle préconception et durant la 

gestation à un effet protecteur et permet de réduire le nombre de défauts morphologiques 

autant à la mi-gestation (E10.5) qu’à la fin de la gestation (E18.5) chez la souris.   

Je démontre également que la moyenne de la méthylation de l’ADN sur une portion des régions 

régulant de nombreux gènes à empreinte, les ICRs, démontrent peu de changements au stade 

E18.5 suivant une exposition au jour E2.5, suggérant que les défauts observés pendant le 

développement ne sont pas dus à une défaillance majeure dans le processus de maintenance des 

profils de méthylation sur ces gènes. Corrélativement, même si on voit certaines irrégularités au 

niveau de l’expression associée à ces gènes, il n’y a pas d’impact majeur. Il est important de 

souligner que l’ajout de nutriments impliqués dans la production de groupements méthyles dans 

la diète maternelle n’a que très peu d’impact sur l’établissement et le maintien des profils de 

méthylation de l’ADN et l’expression des gènes à empreinte.  
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4.1 Impact de la diète sur la prévention de défauts morphologiques 

suivant une exposition prénatale à l’alcool chez l’embryon 

préimplantatoire. 

J’ai observé que l’exposition prénatale à l’alcool éthylique durant la préimplantation cause des 

défauts morphologiques à E10.5 et que ces défauts persistent jusqu’à E18.5. Ce qui suggère que 

ces défauts pourraient aussi être présents à la naissance. Ces résultats concordent avec les autres 

modèles de TSAF qui ont observé qu’une exposition prénatale à l’alcool survenant au début du 

développement entraînent des défauts morphologiques qui perdurent dans le temps [8, 139, 

161]. De plus, ces défauts sont similaires à ce qui est observé chez les enfants TSAF [99-102]. 

Lorsqu’on applique la diète riche en groupements méthyles à notre modèle, on voit que celle-ci 

est capable de protéger significativement les embryons contre les effets nocifs d’une exposition 

à l’alcool éthylique lors de la préimplantation. Ces résultats correspondent aux autres études 

employant des donneurs de groupements méthyles (e.g., folate, choline, bétaïne) pour protéger 

contre une exposition prénatale à l’alcool, mais notre combinaison de nutriments semble être 

plus efficace pour prévenir les anomalies dues à l’alcool éthylique. En effet, celle-ci diminue, entre 

autres, les défauts morphologiques et permet de réduire l’impact de l’alcool éthylique sur le 

développement du cerveau [10-14]. Dans la plupart des études avec une diète enrichie en folate 

ou en bétaïne, celle-ci n’arrive pas à protéger la totalité des embryons [10, 11, 14]. Il est possible 

que ce soit l’effet des ROS et que malgré la supplémentation avec de la bétaïne qui a une activité 

antioxydante, ce ne soit pas suffisant pour balancer la quantité de ROS et leurs effets 

dommageables.  

De plus, nous avons montré que la diète enrichie permettait de réduire certains types de défauts 

(E10.5, E18.5) et d’en éliminer dans les embryons exposés à l’EtOH à E18.5. Chez les embryons 

exposés à l’EtOH à E10.5, la diète a permis de réduire de moitié les malformations du cerveau. 

Ces effets pourraient être dû à la supplémentation en folate et en choline puisqu’il a été démontré 

que ces deux nutriments permettre de réduire les défauts du tube neural et sont importants pour 

le développement du cerveau [194, 204]. La diète enrichie a permis d’éliminer les défauts aux 

yeux (e.g., anophthalmie , microphtalmie) ainsi que les défauts autres (e.g. polydactylie, 
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dysmorphisme) chez les embryons exposés à l’EtOH. Dans une étude chez le poisson-zèbre, ils 

ont aussi observé une réduction des défauts aux yeux avec l’ajout de folate au milieu [10] . 

Cependant, on ne semble pas être capable de protéger les embryons des retards et restrictions 

de croissance avec la diète enrichie. Un lien causatif a été établi entre la production de ROS et les 

restrictions de croissance donc il est possible que la génération de ROS par l’alcool excède la 

capacité antioxydante de la diète et affecte d’autres voies métaboliques [238, 239]. D’ailleurs, 

dans une étude chez la souris, l’ajout de bétaïne ne permettait pas de ramener les niveaux de 

ROS à une valeur similaire aux contrôles et ils continuaient d’observer des restrictions de 

croissance [14]. 

Ensuite, nous n’avons observé aucune différence significative peu importe le stade ou le groupe 

dans le nombre d’embryons par portée.  Ce qui démontre que l’exposition ou la diète n’affectent 

pas la grosseur des portées. Nous n’observons pas de changements significatifs au niveau des 

mesures morphologiques des embryons à E10.5 comparativement à E18.5 où les embryons ont 

plusieurs augmentations significatives (poids du cerveau, hauteur de la tête, largeur de la tête et 

distance entre les yeux). Ce qui peut indiquer que ces altérations deviennent perceptibles plus 

tard dans le développement. Bien que dans les expositions survenant plus tard dans le 

développement on observe l’inverse, ces augmentations pourraient être associés au moment de 

l’exposition et à des changements de méthylation puisqu’un phénomène similaire survient chez 

les bovins lors de la reproduction assistée (période de préimplantation) avec le syndrome du gros 

veau (revu dans [24, 45]). Ce syndrome est associé notamment à une perte de méthylation dans 

les gènes à empreintes [240]. Aussi, on peut voir qu’à E18.5, la diète enrichie a prévenu la plupart 

de ces aspects physiques anormaux. Donc, on voit que la diète enrichie a un effet protecteur sur 

la morphologie similaire à ce qui est rapporté dans divers modèles. 

4.2 Effets de la diète contre la prise d’alcool durant la préimplantation 

sur le squelette d’embryons E18.5 

Nous avons regardé le squelette des embryons à E18.5 afin de voir s’il y avait des défauts dans 

l’ossification ou au niveau du crâne puisque l’exposition à l’alcool peut causer des malformations 

crâniofaciales. Comme mentionné précédemment nous n’avons pas vu de défauts majeurs dans 
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les os des embryons exposés à l’alcool éthylique. Cependant, il y avait de légers retards 

d’ossification au niveau de l’os occipital et des sternèbres chez les embryons exposés à l’EtOH 

dans les deux diètes avec un poids fœtal réduit. Pour ce qui est de l’os occipital, la légère réduction 

d’ossification qu’on observe va probablement être rattrapé après la naissance puisque ces parties 

sont formées un peu avant la naissance. Il est d’ailleurs possible d’observer de type de réduction 

si l’embryon est récupéré avant la naissance. Le retard observé pour les sternèbres est aussi un 

retard qui peut être rattrapé après la naissance puisque ce sont des os qui sont formés à la fin du 

développement de l’embryon. Ces délais d’ossifications sont très souvent associés à une 

réduction du poids fœtal et découlent d’un retard de croissance généralisé qui sera probablement 

rattrapé après la naissance. Ces retards n’ont pas de valeur prédictive de tératogénicité puisque 

leur ossification survient tard dans la gestation [241]. Il serait d’ailleurs intéressant d’observer à 

un stade plus avancé (e.g. P7) si les souriceaux n’ont plus ces délais d’ossification. 

4.3 Implications chez l’embryon des altérations épigénétiques et 

géniques 

Nous avons seulement observé de faibles changements dans la méthylation moyenne de certains 

gènes à empreinte. Ces résultats de méthylation démontrent la robustesse des gènes à 

empreinte, ce qui n’est pas surprenant puisque ces gènes sont essentiels au développement et 

sont nécessaires à la viabilité des embryons. De plus, seulement la moitié des embryons utilisés 

pour les analyses présentaient des défauts morphologiques (restrictions de croissance, 

polydactylie, dysmorphisme) donc on ne s’attendait pas à voir beaucoup de changements. 

Lorsqu’on compare avec le modèle de Haycock et Ramsay, bien qu’ils aient observé des 

restrictions de croissance, ils n’ont pas observé de changement de méthylation au ICR de H19 

(régulateur négatif de la croissance) dans les embryons [161]. Dans d’autres études, la 

méthylation des gènes à empreinte ciblés n’était pas changée ou sinon seulement quelques gènes 

avait des différences significatives [163, 232]. 

Les altérations de la méthylation que nous avons observées étaient généralement sexe-

spécifiques. Parmi ces changements sexe-spécifiques, nous avons d’ailleurs observé une 

hypométhylation dans la région régulatrice de Dlk1-Dio3 qui entraîne une augmentation de 
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l’expression du gène Dlk1 chez les femelles exposées à l’EtOH de la diète standard qui est 

normalisée par la diète enrichie. Une autre étude d’exposition prénatale à l’alcool éthylique a 

aussi observé des changements de méthylation dans la ICR de Dlk1-Dio3 [107]. Le locus Dlk1-Dio 

produit des ARN non codants qui sont exprimés durant le développement neural et qui sont 

impliqués, entres autres, dans le remodelage dendritique activité-dépendant, la méthylation et 

le remodelage de la chromatine. De plus, cette région a été associée avec des problèmes 

neurodéveloppementaux [242]. De façon générale, les changements de méthylation et 

d’expression des gènes à empreintes sont minimes et n’auront pas un impact énorme sur 

l’embryon. 

Comme la plupart des gènes à empreinte ne sont pas significativement changés ou peu changés 

au niveau de la méthylation et de l’expression, il est difficile d’évaluer l’impact de notre diète sur 

la méthylation et de plus amples analyses seront nécessaires. Cependant, on voit que la diète a 

quand même un effet protecteur au niveau des défauts morphologiques, ce qui suggère 

fortement que les profils de méthylation de l’ADN ainsi que l’expression de certains gènes 

impliqués dans ses défauts pourraient être normalisés par la diète riche en donneurs de méthyles.  

4.5 Limitations de l’étude 

Une des limitations du projet est qu’on ne sait pas si au jour E2.5 tous les embryons sont bel et 

bien au stade 8-cellules. Le fait que certains embryons pourraient être encore au stade 4-cellules 

ou bien avoir plus de 8-cellules pourraient contribuer à l’hétérogénéité dans les phénotypes 

morphologiques. Il est probable qu’une exposition prénatale à l’alcool durant chaque stade 

préimplantatoire (e.g., 2-, 4-, 8-, 16-cellules, morula, blastocyste) pourrait avoir un effet différent, 

puisque chacun de ces embryons sont à des points différents dans la vague de reprogrammation 

de la méthylation et expriment des gènes différents. Il serait donc important que d’autres 

modèles soient établis afin d’observer différents jours de la préimplantation et faire la 

comparaison. 

Le nombre d’embryons recueillis est aussi limitant si l’on veut faire des analyses sexe-spécifiques 

au niveau des analyses morphologiques, car cela réduit le nombre d’embryons par catégorie et la 

puissance statistique par le fait même. Il faudrait donc augmenter le nombre d’embryons pour 
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voir des différences entre les sexes et avoir une meilleure représentation des défauts dans chaque 

sexe étant donné qu’il n’y a pas beaucoup de défauts visibles dans nos embryons. 

Une autre limitation est le moment où l’on débute la diète maternelle puisque certaines mères 

vont commencer à prendre des suppléments de vitamines avant la grossesse lorsque celle-ci est 

planifiée, mais d’autres mères commenceront seulement à prendre leurs suppléments 

lorsqu’elles apprendront leur grossesse. Donc, bien que la diète enrichie atténue les effets de 

l’exposition prénatale à l’alcool éthylique, pour transposer à l’humain une approche préventive, 

il faudrait commencer la diète à E6.5 ou 9.5 qui correspond au stade où les femmes avec des 

grossesses non-planifiées constatent leur grossesse. Cependant, l’effet protecteur risque d’être 

diminué. 

La technique utilisée pour analyser la méthylation représente une limitation puisque celle-ci est 

restreinte aux gènes qu’on amplifie et permet seulement de séquencer des petites régions en 

dessous de 500pb (certains ICR peuvent s’étendre sur plusieurs kb [243]). Donc, nous n’avons pas 

une représentation de la méthylation à travers le génome et on ne peut pas savoir comment le 

reste de la méthylation du génome est affectée. Pour avoir une meilleure représentation de la 

méthylation, nous pourrions utiliser la technique de Methyl-Seq Capture afin d’avoir un aperçu 

de la méthylation à travers le génome, mais cette technique ne couvre pas tous les CpGs chez la 

souris (~3,7M sur 20M) et reste plus dispendieuse que la technique d’Implicon.  Une autre 

technique possible serait le Whole Genome Bisulfite Sequencing pour couvrir tout le génome. 

Cependant, cette technique est très dispendieuse et génère beaucoup de résultats donc il est plus 

difficile de faire un grand nombre d’échantillons et elle requière une expertise en bioinformatique 

très avancée.  

4.6 Perspectives 

Bien que nous sachions que la diète permet de mitiger les effets de l’exposition prénatale à 

l’alcool éthylique durant la préimplantation, les mécanismes par lesquels celle-ci agit sont encore 

peu connus. 
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Pour étudier la méthylation, nous avons fait une approche par gènes cibles pour la méthylation 

qui a montré de petits changements aux ICR des gènes à empreintes. Cependant, nous savons 

que notre modèle d’exposition prénatale à l’alcool ainsi que d’autres modèles d’exposition durant 

la préimplantation sont capables d’induire des changements de méthylation dans différents 

gènes [8]. Avec les résultats concluants que j’ai obtenu en termes d’impact à long terme d’une 

exposition prénatale à l’alcool éthylique lors de la préimplantation et l’effet protecteur de la 

diète, je pense que l’utilisation de technique moléculaire plus poussée (Methyl-seq, WBGS) est 

maintenant justifiée afin de définir les mécanismes impliqués. Ceci nous permettrait d’identifier 

les régions altérées par l’exposition à l’alcool éthylique ainsi que celle rectifiées par la diète sur 

ces régions. Nous pourrions également faire du RNAseq pour avoir une meilleure représentation 

du transcriptome et mieux évaluer l’effet de notre diète enrichie sur l’expression des gènes du 

cerveau. 

Comme mentionnée précédemment, il pourrait être intéressant de voir si l’effet protecteur 

observé avec la diète enrichie serait toujours présent si l’on débutait la diète à un stade (e.g. E6.5, 

E9.5) qui correspond au moment où les mères constatent leur grossesse. Cela correspondrait plus 

à la situation des femmes ayant des grossesses non-planifiées et pourraient prouver si la diète 

peut toujours diminuer l’effet d’une exposition prénatale à l’alcool durant la préimplantation. 

Nous avons observé que la restriction de croissance n’était pas éliminée par la diète, ce qui 

suggère que ce type de défaut pourrait être associé à un mécanisme indépendant de la 

méthylation de l’ADN. Un autre facteur dommageable de l’exposition à l’alcool est la dégradation 

de celles-ci en ROS. Des niveaux élevés de ROS ont été associés à la restriction de croissance [238, 

239]. Nous pourrions supplémentées notre diète avec un ou des antioxydants (e.g., vitamine E, 

vitamine C, sélénium) afin de voir s’il est possible de corriger ou d’atténuer la présence de 

restriction de croissance à la suite d’une exposition prénatale à l’alcool durant la préimplantation.  

Une étude chez le rat a d’ailleurs démontré qu’une supplémentation en sélénium augmentait le 

poids à la naissance des petits exposés à l’alcool [244]. De plus, dans un autre modèle animal, 

l’ajout de vitamine C permettait d’augmenter significativement la taille des embryons exposés à 

l’alcool comparativement à ceux sans le supplément [245]. 
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À l’inverse, on pourrait aussi utiliser une diète pauvre en donneurs de groupements méthyles 

pour avoir une situation similaire aux femmes qui n’ont pas les apports recommandés dans ces 

nutriments durant leur grossesse. Comme mentionné précédemment, beaucoup de femmes 

n’atteignent pas les niveaux recommandés et des carences peuvent exacerber les effets de 

l’alcool [131-133, 192-194]. Dans les modèles animaux de carences en donneurs de groupements 

méthyles, ils observent notamment une réduction du poids fœtal, une augmentation des 

malformations ainsi que des problèmes de comportement causés par l’alcool comparativement 

au groupe sans carences [129,130].  Il serait donc intéressant de voir l’impact d’une exposition à 

l’alcool pendant la préimplantation lors d’une carence nutritionnelle en donneurs de méthyles 

sur le nombre et le type de défauts morphologiques ainsi que sur les profils de méthylation et 

d’expression.  

Nous avons récemment développé dans le laboratoire un modèle TSAF avec des souris Nkx2.1Cre- 

RCEEGFP qui nous permet de marquer tous les interneurones provenant de l’éminence 

ganglionnaire médiane (MGE). Ce modèle nous a permis d’observer une baisse significative de la 

densité des interneurones GABA (Legault et al., Non publié) au stade E15.5 suite à une exposition 

à l’alcool éthylique chez l’embryon préimplantatoire. Pour mieux comprendre comment l’alcool 

éthylique affecte les interneurones GABA, des analyses supplémentaires au niveau moléculaire 

seront effectuées. Nous envisageons donc d’apposer notre modèle de diète afin de mieux 

caractériser son impact sur le développement du cerveau, et l’effet potentiel sur les 

interneurones GABA. 

4.7 Conclusion 

En conclusion, nous avons démontré que les effets d’une exposition à l’alcool éthylique durant la 

préimplantation causent des défauts morphologiques qui perdurent non seulement jusqu’à la mi-

gestation (E10.5), mais aussi jusqu’à la fin de la gestation (E18.5). Ce qui démontre l’importance 

de sensibiliser les gens aux effets de l’alcool durant cette période. Nous sommes dans les premiers 

à démontrer qu’une diète enrichie en divers donneurs de groupements méthyles permet de 

protéger contre une exposition prénatale à l’alcool éthylique durant la préimplantation en 

diminuant ou en éliminant les défauts (e.g., malformations aux yeux, polydactylie, 
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dysmorphisme). Ce qui démontre l’importance de débuter tôt durant la grossesse la 

supplémentation pour prévenir les effets nocifs de l’alcool.  Nos résultats indiquent que la diète 

enrichie en méthyle n’a pas d’impact négatif sur l’établissement et le maintien des profils de 

méthylation de l’ADN des gènes à empreintes, et leur expression. Finalement, les résultats 

présents et futurs pourraient mener à une meilleure compréhension des mécanismes entourant 

les TSAF et pourraient aider à trouver des moyens préventifs pour une exposition prénatale à 

l’alcool puisqu’il n’y a actuellement pas de traitement pour les enfants atteints. 
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Annexes  

Tableau 9. –  Séquences des amorces des gènes utilisés pour le qPCR 

 

 

 

 

 

Gène Produit du gène Amorce Forward Amorce Reverse

Longueur 

du produit 

PCR (pb) 

Température 

(°C)

Commd1

COMM domain-

containing 

protein 1

CTTCCTGGCGAAGATGAGAG CCTTGCTTTTTGGTTTGAGC 101 60

Dio3
Thyroxine 5-

deiodinase
CTCGAAACAGCGCCTAAAGT TCCAAAAAGTTCTCGCATCC 176 60

Dlk1
Protein delta 

homolog 1
TGGCTGTGTCAATGGAGTCT TTCTCCAGGTCCACGCAAGT 121 60

Gnas

Guanine 

nucleotide-

binding protein 

G(s) subunit 

alpha

CATTCTGAGCGTGATGAACG ATCCTCCCACAGAGCCTTG 79 60

Gpr1

G-protein 

coupled receptor 

1

CCATTTCAGTCTGGAGTTGGA TCCTTTGAGACTTCCATGATGA 117 60

Grb10

Growth factor 

receptor-bound 

protein 10

GCTTCTCCATCTGTGAAGTGG AAGACCACTGCGAGATTTTCA 100 65

H13
Histocompa-

tibility 13
TGTCAGCGATCCGCACAAC TCTGGCATGTCCGAAGAGC 192 60

H19
Long non-coding 

RNA
TTGTCGTAGAAGCCGTCTGTT TGGTTCTGATTGCAGCATCT 199 60

Hprt1

Hypoxanthine-

guanine 

phosphoribo-

syltransferase

CTGGTGAAAAGGACCTCTCGAA CTGAAGTACTCATTATAGTCAAGGGCAT 108 60

Igf2
Insulin-like 

growth factor II
GTCGATGTTGGTGCTTCTCAT CAAACTGAAGCGTGTCAACAA 110 57

Igf2r

Insulin-like 

growth factor II 

receptor

AGGGTCTTCCCACACAGAAAT TCACTCCTGGAATTCAACACC 95 65

Kcnq1

Potassium 

voltage-gated 

channel 

subfamily KQT 

member 1

TCCTGGGCTCTGTAGTCTTCA GTTCACCGCATCTTTCTCAGC 117 63

Mcts2

Malignant T-cell-

amplified 

sequence 2

GAAAATCAACAAGGGGATCG ATGTCTTCATGTGCCACAGC 71 60
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Tableau 9. –   Séquences des amorces des gènes utilisés pour le qPCR (suite) 

Gène Produit du gène Amorce Forward Amorce Reverse

Longueur 

du produit 

PCR (pb) 

Température 

(°C)

Meg3
Long non-coding 

RNA
GGACTTCACGCACAACACGTT GTCCCACGCAGGATTCCA 80 63

Mest

Mesoderm-

specific 

transcript 

protein

CATCGTCCTCTCCTTCTCC GTCCCACAGCTCACTCTC 149 60

Nap1l5

Nucleosome 

assembly protein 

1-like 5

CACACTACACCAGAACATCCAA AACAAACACTACCAAGAAAACACG 372 63

Nesp

Neuroendo-crine 

secretory protein 

55

AGAAAGTTCGCAGTGGTTTGA TTAGGTGCTCACCGAGAAGC 175 63

Nnat Neuronatin GCTCATCATCGGCTGGTACA CTTGGCAAGTGCTCCTCTGA 262 63

Peg10

Retrotrans-

poson-derived 

protein PEG10

GGACCCCTCATCCTTCGT GTTGGCGTCTTTTGGTTCTT 79 60

Peg13
Long non-coding 

RNA
TAAAGTGCCCTGATCCGAAC ATTTCAAACCTGCCAACCTG 60 60

Peg3

Paternally-

expressed gene 3 

protein

GCCTCAGAATCCAATTCAGG TCATGTGAGAGTGTCGGTCA 95 60

Plagl1
Zinc finger 

protein PLAGL1
AATGTGGCAAGTCCTTCGTCAC TGGTTCTTCAGGTGGTCCTTCC 217 63

Snrpn

Small nuclear 

ribonucleo-

protein-

associated 

protein N

GCCTCCAACTCCTCTGACAG CATTGCTCGTGTGCCTCTTG 136 65

Zdbf2

DBF4-type zinc 

finger-containing 

protein 2 

homolog

CTGCGACACCACCCATATAA AAAACCACCACCACTTCAGG 125 65

Zrsr1

U2 small nuclear 

ribonucleo-

protein auxiliary 

factor 35 kDa 

subunit-related 

protein 1

ACCATCCGTACCTCCGAAA TCCAGTTATCCCACGCAGTT 77 60



 

Tableau 10. –  Séquences des amorces des gènes utilisés pour le PCR1 de la technique Implicon 

Gène Amorces Forward/Reverse 
Longueur 
du produit 
PCR1 (pb) 

Température 
(°C) 

Nombre 
de CpGs 

Commd1-Zrsr1 CTACACGACGCTCTTCCGATCTTAGGAGTATTTTTATTGTAGGGGG 282 60 14 

  TGCTGAACCGCTCTTCCGATCTNNNNNNNNCTAAAACAATAATTATCTACCTTACC       

Dlk1-Dio3 CTACACGACGCTCTTCCGATCTGTTATGGATTGGTGTTAAGGTT  313 60 23 

  TGCTGAACCGCTCTTCCGATCTNNNNNNNNCATCCCCTATACTCAAAACATTCTC        

Gnas_1 CTACACGACGCTCTTCCGATCTATTTTGGATTAAAGTTTAAAGTGTT 323 60 10 

  TGCTGAACCGCTCTTCCGATCTNNNNNNNNACAATTATACACCATACAAATAAATATATT       

Gnas_2 CTACACGACGCTCTTCCGATCTGGGTAATGTGATTGTATAAATTTTTGTAGT 218 60 9 

  TGCTGAACCGCTCTTCCGATCTNNNNNNNNATCCCCTCCTCCTTCTATTATAAAC       

Gpr1-Zdbf2_1 CTACACGACGCTCTTCCGATCTATTTATTGATAGGAGAGGAAAGAGTTAAGT 326 55 5 

  TGCTGAACCGCTCTTCCGATCTNNNNNNNNCCCCAAACCATAATATAAAAACAAA       

Gpr1-Zdbf2_2 CTACACGACGCTCTTCCGATCTTTTGTATGTGGGATTTTTGTGTAAA 221 60 5 

  TGCTGAACCGCTCTTCCGATCTNNNNNNNNTAATAATACCCTACTTTCCCAACCC       

Grb10 CTACACGACGCTCTTCCGATCTTTTTAAGGAGAAAAAAGGTT 427 50 31 

  TGCTGAACCGCTCTTCCGATCTNNNNNNNNCCAAATAATAAACAACTCCT       

H13-Mcts2  CTACACGACGCTCTTCCGATCTAGTATTAGAATATTGGGGGATTTT 248 55 17 

  TGCTGAACCGCTCTTCCGATCTNNNNNNNNAATTAAAAAATAAACAACCACTTC       

 Igf2-H19_1 CTACACGACGCTCTTCCGATCTTGGGGTATTTAAAGTTTTGTTATAG  235 60 12 

  TGCTGAACCGCTCTTCCGATCTNNNNNNNNTTTCTTAAATAACTCCTTCAATCTTAC       

 Igf2-H19_2 CTACACGACGCTCTTCCGATCTGGGGAGAAAATTTAATTAGTTGTAATT  275 60 9 

  TGCTGAACCGCTCTTCCGATCTNNNNNNNNCCAAATTCAATACCTCAAAAAAATC       

Igf2r CTACACGACGCTCTTCCGATCTGATATTTTGGGGAATTGAGGTAAGT  327 60 18 

  TGCTGAACCGCTCTTCCGATCTNNNNNNNNATAACCCAAAAATCTTCACCCTAAC       

Kcnq1- CTACACGACGCTCTTCCGATCTTAAGGTGAGTGGTTTAGGAT 472 57 23 

Kcnq1ot1 TGCTGAACCGCTCTTCCGATCTNNNNNNNNAATCCCCCACACCTAAATTC       

Meg3_1 CTACACGACGCTCTTCCGATCTTTGGTTTGGTATATATGGATGTATT 376 55 17 

  TGCTGAACCGCTCTTCCGATCTNNNNNNNNCCTTAAATTTATACCTCAAAACACT       
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Tableau 10. –  Séquences des amorces des gènes utilisés pour le PCR1 de la technique Implicon (suite) 

Gène Amorces Forward/Reverse 
Longueur 
du produit 
PCR1 (pb) 

Température 
(°C) 

Nombre 
de CpGs 

Meg3_2 CTACACGACGCTCTTCCGATCTGGTTTATTTTGTAGTATTTTGTGTA 462 60 11 

  TGCTGAACCGCTCTTCCGATCTNNNNNNNNAACCTTAACACCAATCCATAAC       

Mest/Peg1 CTACACGACGCTCTTCCGATCTGGTTTTATATAAGTATTTGTTTTTTG 292 55 9 

  TGCTGAACCGCTCTTCCGATCTNNNNNNNNTAACTTTACAATATCCAAACCCAAC       

Nap1l5 CTACACGACGCTCTTCCGATCTGAATTAAGATGGGAGGGGGAGTATATA 417 60 18 

  TGCTGAACCGCTCTTCCGATCTNNNNNNNNCAATAAAACTAATCCAAAAAAATCCTACAA       

Nesp_1 CTACACGACGCTCTTCCGATCTTTTTTTGTAGAGTTAGAGGGTGAGT 220 57 12 

  TGCTGAACCGCTCTTCCGATCTNNNNNNNNAATAAAACAAAAAAACCAAAAAAAA       

Nesp_2 CTACACGACGCTCTTCCGATCTGGTTTTTTTGTTTTATTGTTTTTTTT 248 60 15 

  TGCTGAACCGCTCTTCCGATCTNNNNNNNNACCAACTCAAACTCAACCTCCT       

Nnat CTACACGACGCTCTTCCGATCTTTGTTTTTAGAGAGATTTTTGTAATTT 425 55 19 

  TGCTGAACCGCTCTTCCGATCTNNNNNNNNTACCTTAAATACCCTCTTACCACCTAAATA       

Peg10 CTACACGACGCTCTTCCGATCTTTTTTTTTAGGATTTTTTTATATAAGGTAA 468 55 30 

  TGCTGAACCGCTCTTCCGATCTNNNNNNNNTCTCAAAATCTAACCACTAAAAACTTAACA       

Peg13_1 CTACACGACGCTCTTCCGATCTTATTTGGGTTTTTTTTGTGTTTTTT  285 55 14 

  TGCTGAACCGCTCTTCCGATCTNNNNNNNNCCCATCTTATTAAAATTTTAAACCTTATAT       

Peg13_2 CTACACGACGCTCTTCCGATCTAGATTTGGAATGTAGGTAGTTGTGA  325 60 15 

  TGCTGAACCGCTCTTCCGATCTNNNNNNNNCCAACTCAATAAAACACCCTTAAAC       

Peg3 CTACACGACGCTCTTCCGATCTTTTTGTAGAGGATTTTGATAAGGAG 404 57 23 

  TGCTGAACCGCTCTTCCGATCTNNNNNNNNCAACCTTATCAATTACCCTTAAAAA       

Plagl1/Zac1 CTACACGACGCTCTTCCGATCTTTGTAGTTAGAGATGTAGTAAAAG 240 55 12 

  TGCTGAACCGCTCTTCCGATCTNNNNNNNNTTCCCCAAAAAAACACAAAT       

Snrpn CTACACGACGCTCTTCCGATCTTTTAGAATGTTTTGGTTAAATAGGATGTAT 302 57 13 

  TGCTGAACCGCTCTTCCGATCTNNNNNNNNAAAAAACAAAAACCCCTACATTAC       
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Tableau 11. –  Amorces avec les index pour le PCR2 de la technique Implicon. 

Nom de 
l'oligo 

Séquence 
obtenue 

Amorce 

PE 1.0*    AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATC*T 

Index 1** ATCACGTT CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAACGTGATGAGATCGGTCTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATC*T 

Index 2 CGATGTTT CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAAACATCGGAGATCGGTCTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATC*T 

Index 3 TTAGGCAT CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATGCCTAAGAGATCGGTCTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATC*T 

Index 4 TGACCACT CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGTGGTCAGAGATCGGTCTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATC*T 

Index 5 ACAGTGGT CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACCACTGTGAGATCGGTCTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATC*T 

Index 6 GCCAATGT CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACATTGGCGAGATCGGTCTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATC*T 

Index 7 CAGATCTG CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCAGATCTGGAGATCGGTCTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATC*T 

Index 8 ACTTGATG CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCATCAAGTGAGATCGGTCTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATC*T 

Index 9 GATCAGCG CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGCTGATCGAGATCGGTCTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATC*T 

Index 10 TAGCTTGT CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACAAGCTAGAGATCGGTCTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATC*T 

Index 11 GGCTACAG CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTGTAGCCGAGATCGGTCTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATC*T 

Index 12 CTTGTACT CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGTACAAGGAGATCGGTCTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATC*T 

Index 13 TGGTTGTT CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAACAACCAGAGATCGGTCTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATC*T 

Index 14 TCTCGGTT CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAACCGAGAGAGATCGGTCTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATC*T 

Index 15 TAAGCGTT CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAACGCTTAGAGATCGGTCTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATC*T 

Index 16 TCCGTCTT CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAAGACGGAGAGATCGGTCTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATC*T 

IndexSeq***   AAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAGACCGATCTC 

*Amorce forward 
**Amorce reverse 
***Amorce pour lire l’index lors du séquençage 
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