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AIF est Impligué dans un processus
d’apoptose embryonnaire

Malgré la profusion d’articles dissé-
qguant les voies moléculaires impli-
quées dans le contrbéle de la mort
cellulaire, que ce soit par apoptose,
nécrose ou parapoptose, les mécan-
simes responsables de la mort de cer-
taines populations cellulaires tres
sélectives survenant aux tout pre-
miers stades du développement res-
taient mystérieux [1]. Ainsi, la for-
mation des espaces interdigitaux et
le creusement de la cavité amnio-
tique [2], deux processus exem-
plaires qui requiérent forcément la
disparition de certaines cellules,
n’étaient que retardés, mais pas abo-
lis, par I'inactivation des molécules
contrélant la voie mitochondriale
des caspases, Apafl, cytochrome c,
caspase 9, excluant un réle prédomi-
nant de ces molécules [3, 4].
D’autres génes avaient été impliqués
récemment, taube nuss par exemple
(m/s 2001, n° 3, p.358), mais leur
absence ne mime pas la précision de
I’altération sélective accompagnant
la morphogenése embryonnaire.
L’article cosigné dans Nature par les
équipes de G. Kroemer, et celles de
I’Ontario Cancer Institute et de
Amgen-Toronto, nous fait faire un
grand pas en suggérant que AlF,
apoptosis inducing factor, est un chai-
non indispensable a la formation de
la cavité amniotique au stade de blas-
tocyste précédant la gastrulation [5].
AIF, dont le géne fut cloné en 1999
par le groupe de G. Kroemer [6, 7]
(m/s 1999, n°3, p.436) est normale-
ment localisé dans la membrane
mitochondriale, tout comme le cyto-
chrome c, et, comme lui, est relargué
en réponse a un stimulus apopto-
tique [8]. L’induction par AlF,
lorsqu’il est injecté directement dans
la cellule, d’altérations caractéris-
tiques du processus apoptotique,
condensation chromatinienne et
exposition de phosphatidylsérine a la
surface cellulaire, suggérait son
implication dans le contrble de
I’apoptose, mais sans que cela ait été
démontré in vivo [9]. Il semble
aujourd’hui que AIF soit essentiel a
un programme de mort cellulaire au

m/s n°4, vol. 17, avril 2001

cours du développement. Il faut sou-
ligner la difficulté expérimentale
auquelle se heurte toute analyse du
role du produit d’'un géne important
pour le développement embryon-
naire précoce, ce qui rappelle beau-
coup d’écueils des stratégies de
knock-out. L’approche d’une invalida-
tion conditionnelle n’ayant ici que
peu de sens, on peut alors soit analy-
ser les premiers stades de développe-
ment in vitro, & partir des cellules ES
dans lesquelles le géne AIF est muté,
soit analyser la contribution de ces
cellules ES injectées dans des blasto-
cystes sauvagesa la reconstitution
d’animaux chimeéres. AlF étant porté
par le chromosome Y, la mutation
d’un seul alléle entraine une homo-
zygotie dans les cellules ES méles
(AIF-7). L’analyse de chiméres
AIF/AIF"Y montrait I’absence totale
de participation des cellules AIF a
la constitution des souris, ce qui
contrastait avec la constatation que
les cellules ES AIF, injectées en des
souris, se développaient sous forme
de tératocarcinomes, dans lesquels
elles se différenciaent tout a fait nor-
malement et participaient aux
ébauches tissulaires issues des trois
feuillets embryonnaires. Or la pre-
miere approche (chimere) requiert
un processus physiologique d’orga-
nogenese embryonnaire, alors que la
seconde ne teste que les multiples
capacités de différenciation des cel-
lules au sein d’une structure désor-
ganisée non viable. Cette différence
suggérait donc que I'absence d’AlF
interférait avec les premiers stades
de I’embryogenése et la gastrulation.
Ces toutes premiéres étapes, diffici-
lement accessibles in vivo, peuvent
étre en partie mimées in vitro lors de
I'induction de la différenciation des
cellules ES, qui survient spontané-
ment si on les cultive en I'absence
de LIF (leukemia inhibiting factor) ou
des fibroblastes qui produisent cette
cytokine nécessaire a la prolifération
de ces cellules ES sous forme pluri-
potente. L’engagement immédiat
des cellules ES dans un processus de
différenciation se traduit par la for-

mation 3 jours plus tard d’un agré-
gat de cellules ou corps embryoide,
comprenant un centre de cellules de
nature ectodermique qu’entoure
une couche de cellules endoder-
miques. Dans environ 40 % des
corps embryoides, cet agrégat cellu-
laire se creuse a partir du jour 6 de
la culture, formant une cavité rémi-
niscente de la cavité amniotique,
dont la taille s’accroit au fur et a
mesure de la culture jusqu’a J21
(voir figure 1). Cette cavité résulte
d’une apoptose cellulaire massive,
mais ciblée au niveau des cellules
centrales ectodermiques, comme le
montre la condensation chromati-
nienne détectée aprés coloration
nucléaire in situ par le DAPI (4°6-
dimamidino-2-phénylindole dihydro-
chloride) et la présence de la forme
clivée de la caspase-3 en immunohis-
tochimie. La membrane endoder-
mique périphérique demeure
intacte. Or, si les cellules dépourvues
d’AlF (AIF) se différencient dans
une proportion et avec une ciné-
tique identiques a celles des cellules
ES AIF*, il est frappant de constater
que le processus d’apoptose des
agrégats ectodermiques ne se pro-
duit pas et qu’aucune cavité ne se
forme dans les corps embryoides AlF
-, Qui plus est, en microscopie élec-
tronique, les cellules sont intactes, et
il N’y a aucun signe de perméabilisa-
tion mitochondriale. Si I’absence
d’AlF blogue I'apoptose des cellules
ectodermiques, les mécanismes ne
sont pas encore trés bien compris:
en amont, on pense que le signal
déclenchant émane des cellules
externes, endodermiques. Ce signal
semble présent dans les corps
embryoides AIF-/Y, comme en
témoigne I’absence d’altérations
phénotypiques de la couche externe
de cellules endodermiques, et la res-
triction du processus apoptotique,
dans des corps embryoides chiméres
par agrégation de cellules ES AIF*Y
et AIF, aux seules cellules dérivées
de cellules ES AIF*Y normales. En
aval d’AIF se pose le probléme de la
voie d’exécution. Méme si la caspase
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Figure 1. Evolution des corps embryoides en I'absence d’AlF. Les corps
embryoides se forment spontanément en culture a partir de cellules ES une fois
retirés le LIF (leukemia inhibiting factor) ou les fibroblastes qui le produisent. Au
jour 6 de culture, dans les corps embryoides sauvages, ou provenant de cellules
ES dépourvues de caspase 9 ou d’Apaf-1, une cavité se forme par apoptose des
agrégats de cellules internes (ectodermiques) et sa taille s’accroit avec le temps
en culture. Dans les corps embryoides dérivés de cellules ES AIF ¥, cette cavité
ne se forme pas et les cellules ne montrent aucun signe d’apoptose.
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Figure 2. Schéma illustrant la place d’AlF dans les voies de I'apoptose. Sur
ce schéma apparaissent les voies des récepteurs CD95, les voies mitochon-
driales: celle classique de la caspase 9, relayée par I'apoptosome (associant
cytochrome c, Apaf-1 et caspase-9) et celle de AIF, qui, contrairement au
cytochrome c, est relargué vers le noyau et non pas vers le cytosol.
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de AIF differe de celui du cyto-
chrome, puisque AIF migre de la
mitochondrie vers le noyau, alors que
le cytochrome ¢ devient cytosolique
[10]. Dans les corps embryoides nor-
maux, la voie classique des caspases

n’est pas absolument requise: une
cavité se forme dans les corps
embryoides issus de cellules ES
dépourvues de caspase 9, ou de la
molécule Apafl, ou du cytochrome c,
ces deux derniéres agissant en amont
de la caspase-9, y compris in vivo;
chez les nématodes, I'absence des
molécules orthologues des caspases
(CED) n’affecte pas la durée de vie.
Il existerait donc deux voies mito-
chondriales conduisant & I’'apoptose
embryonnaire: I'une passe par I’acti-
vation de la caspase 9 [10] et 'autre
par AIF, mais I'intrication de ces
deux voies reste a préciser. Rappe-
lons que la caspase—3 est activée dans
les corps embryoides normaux, et
que les cellules AIF restent sensibles
a plusieurs stimulus apoptotiques
(etoposide, ultraviolet, staurospo-
rine...) de la voie mitochondriale
classique. Enfin, il est intéressant de
rappeler que, chez les organismes
unicellulaires ou les plantes, un ou
des processus de mort cellulaire sont
aussi nécessaires que chez les ani-
maux. En I’'absence des caspases, qui
n’ont pas d’équivalent dans ces orga-
nismes, c’est peut-étre la voie associée
a AIF qui, au moins dans certains cas,
contrdle la mort cellulaire.
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