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RESUME

But du travail : observer et comparer les proces-
sus de mort cellulaire physiologique et associés
à l’administration de deux agents tératogènes
distincts (irradiation et administration d’acide
rétinoïque) au sein du mésectoderme céphalique.
Matériel et méthodes : souris irradiées : 2 Gy sont
administrés à 9 jours de gestation. Acide
rétinoïque : 60 mg/kg sont administrés par gavage
à 8 ou 9 jours de gestation. Les embryons sont
prélevés à 9 - 9,5 et 10 jours. Des embryons té-
moins sont recueillis à 9 - 9,5 et 10 jours. Des
coupes semi-fines sont préparées, et des coupes
ultra-fines sont observées au microscope élec-
tronique à transmission.
Résultats : le processus dominant demeure
l’apoptose ; celle-ci est en nette augmentation
dans les deux modèles tératologiques par rap-
port aux embryons témoins. Toutefois, un proces-
sus d’autophagie semble accompagner l’adminis-
tration d’acide rétinoïque, tandis que l’irradiation
provoque un processus marginal de nécrose.
Conclusion : si le processus commun de base
s’assimile à l’apoptose, il est néanmoins possi-
ble de différencier les deux modèles par les re-
maniements plus marginaux qu’ils entraînent. Ces
différences pourraient s’expliquer par les modes
d’action spécifiques des deux agents : réaction
ligand-récepteurs et perturbation de la régulation
Hox dans le cas de l’acide rétinoïque, atteinte
directe de l’ADN et vagues massives de mort cel-
lulaire après irradiation. Du reste, les malforma-
tions observées ultérieurement sont différentes,
ce qui s’explique partiellement par une atteinte
différentielle de diverses sous-populations cellu-
laires.
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ABSTRACT

Aim of the study : to observe and compare cell
death process both physiological and associated
with the administration of two different teratogens
(irradiation and retinoic acid) inside cephalic
mesectoderm.
Material and methods : irradiated mice : 2 Gy were
administered to E 9 embryos. Retinoic acid :
60 mg/kg were gave to E 8 or E 9 embryos. E 9 -
9,5 and E 10 embryos were removed. E 9 - E 9,5
and E 10 control specimens were collected. We
used semi-thin sections and ultra-thin sections
observed with transmission electron microscope.
Results : the major process is apoptosis, which
is increased in experimental embryos compared
to control specimens. However, autophagy was
observed in retinoic acid-treated embryos, while
necrosis can rarely occurs after irradiation.
Conclusion : if the common process seems to be
apoptosis, both teratological models differs owing
to their respective secondary features. These
differences should be explained by the specific
pathogenesis of both teratological agents : ligand-
receptor reaction and Hox system disruption in
retinoic acid administration, direct aggression
against DNA and diffuse cell death process
following irradiation. Furthermore, congenital
malformations induced by these teratogens are
quite different. This can be partially explained by
a specific blow of different cellular
subpopulations.
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INTRODUCTION

Depuis les travaux de Glücksmann1, d’Ilies2,3, de
Liu-Bin et Milaire4 et de Sulik et al5, le rôle joué par le
phénomène de “ mort cellulaire programmée ” au cours
de l’embryogenèse des vertébrés est de mieux en
mieux connu et pris en considération (synthèse dans la
référence 6). De nombreux systèmes se caractérisent
par un intense processus de mort cellulaire “ program-
mée ” : ainsi le jeune bourgeon de membre, les espa-
ces interdigitaux, les somites, le bourgeon caudal se
caractérisent-ils par des vagues de morts cellulaires
“ morphogènes ”, dont le rôle est bien établi actuelle-
ment.

Dans la sphère céphalique, les coulées de cellu-
les mésectodermiques des arcs viscéraux (contenant
majoritairement des cellules issues des crêtes neurales
céphaliques et des microplacodes épibranchiales) con-
tiennent des foyers de mort cellulaire programmée, qui
ont fait l’objet de cartographies spatio-temporelles dé-
taillées7.

Il est par ailleurs bien établi que diverses agres-
sions tératologiques sont en mesure d’entraîner une
extension en taille ou en intensité de ces foyers, ou
plus simplement d’en faire apparaître de novo dans des
zones habituellement épargnées par ce processus.

Ainsi, l’administration de rétinoïdes entraîne-t-elle
une nette augmentation en densité et en extension des
foyers de mort cellulaire présents dans les deux pre-
miers arcs branchiaux5,7-9. Le mécanisme en jeu a fait
l’objet de nombreuses interprétations ; une rostralisation
de l’expression de certains gènes du groupe Hox, ainsi
qu’une induction du gène MSX2, qui agit sur le proces-
sus d’apoptose, ont été invoquées (synthèse dans la
référence 10). A l’inverse, l’irradiation suscite un pro-
cessus très diffus et peu spécifique de mort cellulaire
dans l’ensemble des ébauches céphaliques11.

Parallèlement à ces observations, la notion de
“ mort cellulaire programmée ” a fait l’objet de considé-
rations plus nuancées. Par opposition au processus
devenu classique de nécrose est apparue la notion
d’apoptose, véritable processus “ actif ” de mort cellu-
laire mettant en jeu le métabolisme de la cellule, et
dont les aspects cytologiques sont bien connus main-
tenant (synthèse dans la référence 12). Diverses ob-
servations relatives aux modèles de “ mort cellulaire
programmée ” chez l’embryon, ainsi qu’à leur majora-
tion induite par divers tératogènes, tendent à démontrer
que le processus d’apoptose prédomine chez l’embryon,
et que la nécrose est exceptionnelle. Diverses techni-
ques histochimiques permettent d’observer ces foyers
d’apoptose : coloration supra-vitale au bleu de Nil,
Feulgen, pyronine-vert de méthyle, méthode TUNEL,
expression de la protéine de choc thermique HSP
1109,13, et même la révélation de l’antigène de prolifé-
ration Ki 6714. L’objectif du présent travail est de préci-
ser la morphologie générale et surtout l’ultrastructure
des cellules impliquées dans le processus de mort
cellulaire chez des embryons normaux et d’autres sou-

mis à l’action de deux agents tératogènes : l’acide all-
trans rétinoïque et l’irradiation, aux fins de préciser les
contributions respectives de l’apoptose et de la nécrose
dans le processus de mort cellulaire.

MATERIEL ET METHODES

Administration d’acide rétinoïque

Le modèle implique l’administration par gavage
de 60 mg/kg d’acide all-trans rétinoïque à 8 ou à
9 jours de gestation, chez des souris gestantes de race
NMRI. Ce protocole a été validé car il génère des mal-
formations crânio-faciales évoquant la dysostose
mandibulo-faciale et il majore le processus de mort
cellulaire dans les deux premiers arcs viscéraux9. Les
embryons sont prélevés 4, 12 et 24 heures plus tard.

Irradiation

Une dose de 2 Gy est administrée à des souris
gestantes de 9 jours, selon un protocole décrit anté-
rieurement11. Si la grossesse est poursuivie, l’agression
se solde par des malformations centro-faciales évoquant
quelque peu le syndrome de Crouzon. Des morts cel-
lulaires disséminées sont observées en grande quan-
tité dans le système nerveux et les bourgeons faciaux.

Collecte des embryons et réalisation des coupes

Les embryons destinés à faire l’objet des colora-
tions de Feulgen ou d’Unna-Brachet (pyronine-vert de
méthyle) ont été fixés dans le liquide de Serra. Des
coupes à la paraffine de 5 µm ont été pratiquées (pro-
tocole détaillé dans la référence 13).

Les embryons destinés aux coupes semi-fines et
à la microscopie électronique ont été fixés à la
glutaraldéhyde, rincés dans le tampon cacodylate, et
post-fixés dans le tétroxyde d’osmium. Ils ont été enro-
bés dans une résine époxy. Des coupes semi-fines ont
été obtenues à l’aide d’un ultratome 2088-LKB, et ont
été colorées au bleu de toluidine 0,5 %-borax 1 % à
chaud13. Pour la microscopie électronique à transmis-
sion, des coupes ultra-fines ont été réalisées. Les cou-
pes inférieures à 1 µm ont été obtenues à l’aide d’un
couteau diamanté. Les coupes ont été placées sur des
grilles, qui furent immergées dans du Reynolds pen-
dant 15 minutes. Le microscope électronique utilisé est
un Philips EM.400.T.

Toutes les coupes ont été pratiquées dans un
plan transversal parallèle à l’axe des arcs viscéraux
(Figure 1B). Des embryons témoins ont bénéficié du
même traitement histologique que les embryons traités.

RESULTATS

Embryons témoins

Les embryons témoins de 9 et 10 jours présen-
tent de nombreuses cellules affectées des signes de
mort cellulaire au sein des coulées mésectodermiques
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Figure 1 : A : Coupe en paraffine colorée au Feulgen pratiquée dans le premier arc branchial d’un embryon témoin de 9,5 jours,
démontrant de nombreuses cellules affectées par des signes de mort cellulaire évoquant l’apoptose (essentiellement à ce grossis-
sement la présence de corps apoptotiques) (flèche) ; B : Image tridimensionnelle d’un embryon de souris de 9 jours obtenue à l’aide
du microscope électronique à balayage. Les lignes noires matérialisent les plans correspondant aux coupes de microscopie optique
des Figures 1, 2, 5, 6 (arc 1) et 11 (arc 2) (échelle = 100 µm).

Figure 2 : Coupe semi-fine réalisée dans les mêmes condi-
tions que la Figure 1, et démontrant également de nombreu-
ses cellules affectées par le processus de mort cellulaire
programmée (échelle = 100 µm).

Figure 3 : Micrographie électronique pratiquée chez un em-
bryon témoin de 9,5 jours au sein de l’arc mandibulaire. Une
cellule présente deux volumineux corps d’apoptose (flèches)
(x 8.000).

Figure 4 : Micrographie électronique réalisée chez le même
embryon que la Figure 3. Une cellule apoptotique affectée
d’un gros corps d’apoptose est phagogytée par une cellule
voisine (flèche).

des deux premiers arcs viscéraux (Figures 1 et 2) ainsi
que dans l’otocyste. Elles sont parfaitement identifia-
bles sur les coupes en paraffine colorées au Feulgen et
sur les semi-fines. Les images réalisées à l’aide du
microscope électronique en démontrent clairement la
nature apoptotique. Les différentes phases de
l’apoptose sont repérables, depuis la margination de
l’ADN jusqu’à la formation des corps apoptotiques (Fi-
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Figure 5 : Coupe en paraffine colorée au Feulgen pratiquée
dans le premier arc d’un embryon de 9 jours dont la mère a
reçu de l’acide rétinoïque 3 heures auparavant. Le nombre
de cellules mortes est manifestement plus élevé que chez le
témoin (flèches) et on peut observer une “ dissociation ” tis-
sulaire (astérisque) (échelle = 100 µm).

Figure 6 : Coupe semi-fine réalisée dans les mêmes condi-
tions que la Figure 5. Le grand nombre de cellules en
apoptose est manifeste (flèches). Des zones de “ vide ” inter-
cellulaire sont observées (flèche à bout arrondi) et expliquent
la dissociation tissulaire présente sur les coupes en paraf-
fine (échelle = 100 µm).

Figure 7 : Micrographie électronique pratiquée chez un em-
bryon de 9,5 jours, 4 heures après l’exposition à l’acide
rétinoïque, et entreprenant l’arc mandibulaire. Des cellules
en apoptose sont affectées de corps apoptotiques de taille
variable (flèches) (x 4.600).

Figure 8 : Micrographie électronique pratiquée chez un em-
bryon de 10 jours exposé à 9 jours à l’action de l’acide
rétinoïque, et entreprenant la vésicule otique. Ici aussi, de
nombreux corps apoptotiques sont visibles (flèches)
(x 3.600).
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Figure 9 : Micrographie électronique chez un embryon de
10 jours exposé à 9 jours à l’action de l’acide rétinoïque (arc
mandibulaire). Une cellule typiquement en apoptose montre
deux signes du processus : margination chromatinienne (flè-
ches) et remaniement mitochondrial caractérisé par une dis-
parition des crêtes (flèches à bout arrondi) (x 17.000).

Figure 10 : Micrographie électronique chez un embryon de
10 jours exposé à 9 jours à l’action de l’acide rétinoïque (arc
mandibulaire). Une cellule montre des signes d’autophagie :
dissociation et vacuolisation cytoplasmiques (flèche), noyau
encore intact (x 10.000).

Figure 11 : Coupe semi-fine réalisée chez un embryon de
souris de 9,5 jours irradié à 9 jours. Une vague de mort cel-
lulaire diffuse est présente de manière ubiquitaire, notam-
ment dans le tube neural (N) et l’otocyste (O) (échelle =
100 µm).

Figure 12 : Micrographie électronique au sein du bourgeon
mandibulaire d’un embryon de 10 jours irradié à 9 jours. De
nombreuses cellules apoptotiques sont présentes, avec d’in-
nombrables corps d’apoptose (flèche). Au-dessus de la cel-
lule fléchée, un processus de phagogytose est observable
(x 6.000).

gure 3), correspondant à des fragments agglutinés de
cytoplasme, et la phagocytose des cellules mortes (Fi-
gure 4). Aucune figure de nécrose n’a été repérée.

Embryons traités à l’acide rétinoïque

Les documents histologiques nous démontrent
une majoration quantitative du processus de mort cel-
lulaire (Figures 5 et 6). Les coupes colorées au Feulgen
nous révèlent de surcroît une sorte de dispersion cel-
lulaire, avec majoration nette des espaces intercellulai-
res (Figure 5), tandis que les coupes semi-fines, plus
respectueuses de la cohésion tissulaire, nous dévoilent
des zones où certains espaces intercellulaires sont
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Figure 13 : Micrographie électronique dans l’otocyste d’un
embryon de 10 jours irradié à 9 jours. Le cytoplasme d’une
cellule apoptotique se disjoint (flèche inférieure), tandis
qu’une souffrance mitochondriale est relevée. Un débris
d’apoptose est également phagogyté (flèche supérieure)
(x 4.600).

Figure 14 : Micrographie électronique dans le bourgeon
mandibulaire d’un embryon de 10 jours irradié à 9 jours.
Démonstration d’une cellule nécrotique à noyau pycnotique
(flèche) et à cytoplasme totalement fragmenté (x 10.000).

élargis (flèches sur Figure 6, à comparer avec la Figu-
re 2 du témoin). Les documents issus du microscope
électronique (Figures 7 à 10) exhibent ici également
tous les stades de l’apoptose : corps apoptotiques (Fi-
gure 8), margination de l’ADN (Figure 9), remaniement
mitochondrial (Figure 9). Toutefois, et bien que ce pro-
cessus s’avère marginal, on distingue parfois des cel-
lules présentant des signes d’autophagie, à savoir es-
sentiellement une vacuolisation cytoplasmique (Figu-
re 10). Le noyau demeure intact.

Embryons irradiés

Ici, le processus de mort cellulaire est diffus et
ubiquitaire (Figure 11), et apparaît très précocement.
Le processus d’apoptose domine très largement, avec
ses différentes phases morphologiques, y compris la
phagogytose des débris (Figures 12 et 13). Néanmoins,
de manière marginale s’observent des cellules affec-
tées par un phénomène nécrotique : pycnose nucléaire
et éclatement complet du cytoplasme (Figure 14).

DISCUSSION

Naguère encore appelée “ mort cellulaire pro-
grammée ” ou “ nécrose programmée ”, l’apoptose cons-
titue un processus de régulation très répandu chez l’em-
bryon15. Il est présent dans de nombreuses ébauches,
comme les bourgeons de membres, les structures axia-
les, le bourgeon caudal et, bien entendu, le
mésectoderme branchial issu des crêtes neurales
céphaliques. Le contrôle génétique de l’apoptose “ em-
bryonnaire ” est partiellement connu, et on sait mainte-
nant que des gènes homéobox tels que MSX2, mais
également la présence des rétinoïdes et de leurs ré-
cepteurs participent au contrôle de ce processus10.

L’administration exogène d’acide rétinoïque est

responsable de la genèse de malformations crânio-fa-
ciales caractérisées, chez l’homme comme chez la
souris, par une hypoplasie maxillo-mandibulaire s’asso-
ciant à des malformations de l’oreille voire à des fentes
labio-palatines16,17. Des malformations cardiaques ont
été relevées dans l’espèce humaine. On connaît par
ailleurs le rôle majeur joué par les cellules dérivées des
crêtes neurales céphaliques dans la genèse du
mésectoderme céphalique, mais aussi dans celle du
septum bulbaire du cœur (synthèse dans la référen-
ce 18). De nombreuses approches expérimentales ont
clairement démontré que l’acide rétinoïque majore
quantitativement le processus d’apoptose dans la par-
tie proximale des deux premiers arcs branchiaux7-9. Du
reste, il est également connu que l’acide rétinoïque
“ rostralise ” et étend à l’arc mandibulaire l’expression
des gènes Hoxb1 et Hoxb2, ainsi que celle de son
propre récepteur RARb, normalement non exprimés
dans le premier arc branchial10. Il semble donc acquis
que l’acide rétinoïque n’agit pas comme un agent cyto-
toxique, mais interfère avec le programme propre de la
cellule. Il n’est, dans ces conditions, guère étonnant
que le processus d’apoptose domine dans ce modèle
particulier, et que celui-ci nous permette d’en visualiser
toutes les phases. Il est à noter par ailleurs que la
perte de contact entre les cellules correspond à un
remaniement précoce de l’apoptose, et que la majora-
tion des espaces intercellulaires que nous avons ob-
servée à l’instar de Sulik et al5,8 réponde partiellement
de ce processus, additionné d’une raréfaction cellulaire
due également au même processus. Le phénomène
d’autophagie correspond en réalité à un processus
apoptotique particulier (apoptose de type II)19, et ren-
trerait dans un contexte similaire.

En revanche, l’irradiation entraîne un dommage
cellulaire direct par atteinte de l’ADN, perturbant ainsi
le métabolisme cellulaire et le processus de division.
La réponse des cellules à l’irradiation dépend du cycle
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cellulaire ; les cellules sont particulièrement vulnérables
en phase G220.

Il était également connu que l’irradiation durant
le développement entraînait une nette majoration du
processus de mort cellulaire5. Nous avons pu en dé-
montrer son aspect assez diffus, résultant du taux élevé
de prolifération au moment de l’irradiation11. Du reste,
l’aspect final de la dysmorphose obtenue diffère assez
sensiblement de celui obtenu à l’aide de l’acide
rétinoïque11,21. Les présentes données en confirment le
caractère majoritairement apoptotique. Toutefois, la pré-
sence d’un processus marginal de nécrose traduit vrai-
semblablement des lésions “ secondaires ”, peut-être
dues à l’hypoxie, et témoignant d’une perte cellulaire
massive avec perturbation large de l’homéostasie tis-
sulaire. L’intérêt du présent travail est de préciser, au
sein d’un phénomène naguère appelé “ mort cellulaire ”
la contribution des divers types de processus morbides
dans chacun des modèles tératologiques. En outre, les
présents résultats sont susceptibles d’éclairer la
pathogénie de diverses entités malformatives humai-
nes dont les investigations ci-avant décrites constituent
le modèle. Citons par exemple la dysostose mandibulo-
faciale (syndrome de Franceschetti-Klein ou de Treacher
Collins), l’embryopathie aux rétinoïdes, etc.
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