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Réponses dgliales et vasculaires
a la mort neuronale
d’origine excitotoxique

L’évolution vers la cicatrice gliale d’une 1ésion cérébrale
provoquée par I’injection d’une substance excitotoxique
se fait en trois phases. Pendant les 24 ou 48 premiéres
heures, la mort neuronale est associée a des modifica-
tions de tous les €léments de la zone 1ésée, aboutissant
a une rupture de la barriére hémato-encéphalique. A la
faveur de cette rupture, des cellules et des protéines nor-
malement exclues du systéme nerveux central pénétrent
la lésion qui est le siége d’une intense prolifération cel-
lulaire, notamment d’origine monocytaire et microgliale.
Parallelement, les terminaisons axonales qui contactaient
les neurones disparus bourgeonnent et constituent des
cones de régénération. Aprés le premier mois, une cica-
trice gliale astrocytaire s’établit aux dépens des autres
especes cellulaires. C’est au cours de la seconde phase
qu’existent probablement les meilleures chances de récu-
pération apreés greffe de cellules foetales.

destruction de neurones thalamiques
par une excitotoxine [1] (I’acide kai-
nique). Deux a trois semaines apres
la lésion, et pour une période de
quelques mois, les terminaisons axo-

e systeme nerveux central
des mammiféres adultes
fonctionne dans le cadre
d’interactions cellulaires
entre neurones, cellules

gliales et cellules endothéliales. Lors
de lésions excitotoxiques provoquant
la mort d’une population de neuro-
nes, cet équilibre est rompu. Il se
produit alors, au cours des mois qui
suivent, des modifications de tous les
¢éléments cellulaires du tissu nerveux
concerné. Nous avions notamment
remarqué une modification de la
morphologie des terminaisons axona-
les privées de leurs cibles suite a la

nales qui contactaient préalablement
les neurones détruits bourgeonnent,
présentant une morphologie compa-
rable a celle des cénes de croissance.
Nous avons démontré la potentialité
régénérative de ces bourgeonnements
en montrant qu’ils peuvent former de
nouveaux contacts synaptiques si on
leur procure des cibles nouvelles sous
la forme de neurones feetaux trans-
plantés [2, 3].
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Ces premiers résultats nous ont con-
duits a entreprendre une étude systé-
matique de ’environnement cellulaire
dans lequel apparaissent ces différen-
ces morphologiques des terminaisons
axonales, a la recherche tant d’élé-
ments qui pourraient les favoriser
que de ceux qui, a terme, pourraient
participer a leur élimination. Nous
avons ainsi suivi I’évolution de tous
les éléments gliaux et vasculaires pré-
sents dans le tissu lésionnel jusqu’a
la formation de la cicatrice astro-
cytaire. Cette étude nous a permis de
définir trois phases entre le moment
de la mort neuronale et celui de la
cicatrisation du tissu : une courte

(24-48 heures) période de réaction
des éléments cellulaires qui étaient
présents avant que la lésion neuro-
nale soit réalisée, puis une phase de
plusieurs semaines caractérisée par le
recrutement et la prolifération de

nombreux types cellulaires, enfin
I’établissement progressif de la cica-
trice astrocytaire.

Phase 1 :
réaction des éléments
en place avant la Iésion

Pendant 24 a 48 heures apres I'injec-
tion d’acide kainique, la mort neu-
ronale n’induit ni prolifération ni
recrutement cellulaire. En revanche,
les éléments gliaux et vasculaires pré-
sents dans la zone de lésion sont tous
profondément modifiés.

Les cellules microgliales, considérées
comme les macrophages résidents du
cerveau*, présentent une série de
modifications que 1’on regroupe sous
le terme d’« activation ». Leur corps

* Voir Uarticle de M. Tardieu et al., p. 775.

cellulaire s’élargit, leurs prolonge-
ments s’épaississent et se raccourcis-
sent, les sites de liaison membranaire
de lisolectine B4 tirée de Griffonia
simplicifolia — utilisée comme mar-
queur de ces cellules [4] — sont net-
tement plus nombreux.

Les astrocytes sont des cellules étoi-
lées qui contiennent des gliofilaments
dont un des composants est la GFAP
(glial fibrillary acidic protein)**. On
peut donc marquer les astrocytes en
utilisant un anticorps contre la
GFAP. Apres I’injection d’acide kai-
nique, on observe un gonflement de
ces cellules et la rétraction de leurs
prolongements, associés a un accrois-
sement du marquage immunocyto-
chimique (figure 1). Dans notre cas,
cet accroissement du marquage

** Voir larticle de M. Tardy, p. 799.

Figure 1. Astrocytes dans la zone déplétée en neurones 24 heures aprés l'injection d’acide kainique (les noyaux
sont colorés au violet de crésyl, le marquage brun révéle la fixation de I’anticorps dirigé contre la GFAP).
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4Figure 2. Réaction microgliale/macrophagique 4 jours aprés la lésion :
a. amas de cellules globulaires marquées par la lectine autour de vaisseaux ;
b. cellule en mitose (les chromosomes sont colorés au violet de crésyl) mar-
quée par la lectine (le marquage brun révéle la fixation de cette lectine).

immunocytochimique n’est pas le
résultat d’une différenciation de ces
cellules, mais celui de la désorgani-
sation de leur cytosquelette.

Les astrocytes délimitent la frontiére
du systéme nerveux central en for-
mant une glia limitans, notamment au
niveau des vaisseaux sanguins. En
effet, les prolongements astrocytaires
font normalement une couche conti-
nue autour des vaisseaux sanguins
cérébraux, en regard desquels ils for-
ment une lame basale. Aprés une
lésion excitotoxique, on observe en
microscopie électronique une dispari-
tion des pieds astrocytaires formant

la glia limitans. La frontiere du
systéme nerveux central est rompue.
Enfin, cette premiére phase de
réponse est marquée par |’ouverture
de la barriere hémato-encéphalique
qui, normalement, filtre les substan-
ces circulantes qui peuvent — ou
non — pénétrer dans le systéme ner-
veux central. Cette barriere, réalisée
par les cellules endothéliales, pourrait
étre induite par les pieds astrocytai-
res [5, 6]. L’ouverture de cette bar-
riere peut donc étre provoquée par la
rétraction des pieds astrocytaires.
Cette ouverture crée une situation
trés anormale pour le tissu nerveux,

qui se trouve en contact avec des
protéines plasmatiques normalement
exclues.

Des les premieres 24 heures, la mort
neuronale s’accompagne donc de
modifications importantes des cellu-
les présentes dans la zone de lésion.
En I’absence d’un recrutement signi-
ficatif d’éléments cellulaires exté-
rieurs, on assiste a une activation de
la microglie résidente, a une altéra-
tion morphologique des astrocytes
entrainant la rupture de la glia limi-
tans et a une ouverture de la barriere
hémato-encéphalique. A ces modifi-
cations des éléments en place succede
rapidement une seconde phase de
recrutement et de prolifération cellu-
laire. En effet, pendant cette seconde
phase, on observe le passage de
macrophages a travers les cellules
endothéliales activées (diapédese). De
plus, la rupture de la frontiére du

Figure 3. Réaction astrocytaire 4 jours aprés la lésion. Frontiere entre la zone déplétée en neurones (en haut),
caractérisée par une absence d’immunoréactivité a la GFAP, et le parenchyme thalamique non déplété en neurones
{en bas), qui posséde en revanche de nombreux astrocytes GFAP+ (le marquage brun révéle la fixation de I'anticorps
dirigé contre la GFAP).
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systtme nerveux central permet
I'entrée dans le parenchyme cérébral
de cellules qui en sont normalement
exclues.

Phase 2 : recrutement
et prolifération cellulaire

Entre 4 et 15 jours apres la mort
neuronale, la densité cellulaire aug-
mente considérablement dans la zone
lésionnelle. Des amas de macropha-
ges se forment le long de vaisseaux
sanguins (figure 2a), comme cela a été

décrit dans d’autres cas de lésion
[7-10], et des images suggérant I’exis-
tence d’une diapédese ont été obser-
vées en microscopie électronique. De
plus, des cellules fixant la lectine
(macrophages recrutés ou cellules
microgliales résidentes) sont observées
en phase de mitose dans la zone
lésionnelle (figure 2b). L’augmentation
de la densité cellulaire est donc due,
au moins en partie, a un recrutement
de monocytes et a la prolifération in
situ de ces cellules recrutées ou des
cellules microgliales résidentes.

Figure 4. Remyélinisation par des cellules de Schwann. Cette photo prise
& l'aide d’un microscope électronique (G x 7 000) montre un axone myélinisé
par une cellule de Schwann. Lorsqu’'un axone est myélinisé par une cellule
de Schwann il existe une couche de cytoplasme autour de cet axone dans
laquelle se trouve le noyau de la cellule de Schwann, une lame basale entoure
I’ensemble formé par la cellule de Schwann et I’axone.
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Figure 5. Astrocytes dans la zone de déplétion neuronale 1 mois aprés la Iésion. Les astrocytes ont une forme
étoilée, ils sont hypertrophiés et fortement immunoréactifs pour la GFAP (le marquage brun révéle la fixation de I’anti-
corps dirigé contre la GFAP).

On observe, également, une angio-
genese importante, avec un dévelop-
pement de la microvascularisation
[11] mais aussi des artérioles (vais-
seaux dont la paroi contient une cou-
che de fibres musculaires lisses). Ces
résultats sont cohérents avec I’aug-
mentation décrite de la concentration
en laminine, un composant de la
matrice extracellulaire des vais-
seaux [12]. On peut suggérer que les
macrophages activés jouent un role
important dans cette angiogenese
réactive [13], en particulier par leur
sécrétion de TNF (tumor necrosis fac-
tor) et d’IL-1 qui possédent un fort
pouvoir angiogénétique [14, 15].

Dans le méme temps, au contraire,
le marquage immunocytochimique de
la GFAP ne permet plus de visuali-
ser des cellules astrocytaires dans la
zone lésionnelle (figure 3), un phéno-
meéne déja remarqué par d’autres
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auteurs [16-18]. En microscopie élec-
tronique, ces cellules ont un cyto-
plasme pauvre en gliofilaments, ce
qui peut expliquer leur absence
d’immunoréactivité. Certaines pré-
sentent des signes de dégénérescence.
Les astrocytes ne semblent donc pas
participer a la gliose durant cette
période.

Jusqu’a 15-20 jours apres la lésion, le
tissu est également caractérisé par
une intense démyélinisation. Les axo-
nes, quel que soit leur diameétre, sont
dépourvus de myéline. De telles ima-
ges ont €té décrites dans les 1ésions
purement démyélinisantes, notam-
ment dans la sclérose en plaques*.
Au vu de données récentes de la lit-
térature, deux mécanismes pourraient
expliquer cette démyélinisation.
D’une part, 'ouverture de la barriere

* Voir Uarticle de M. Gumpel, p. 782.

hémato-encéphalique permet aux fac-
teurs circulants du systtme du com-
plément de pénétrer dans le
parenchyme cérébral. On a décrit
une activation de ce systéme par les
lipopolysaccharides contenus dans les
oligodendrocytes et la myéline [19,
20]. D’autre part, les macrophages
activés produisent du TNFa ; cette
cytokine est toxique pour les oligo-
dendrocytes et la myéline du systéme
nerveux central [21].

A partir de la troisi¢eme semaine, on
observe une remyélinisation des axo-
nes par des oligodendrocytes, mais
aussi par des cellules de Schwann
[22] (figure 4). Cette observation est
surprenante dans la mesure ou les
cellules de Schwann sont caractéris-
tiques des nerfs périphériques mais
n’existent pas, normalement, dans le
systtme nerveux central. Parmi les

axones périphériques qu’elles entou- m—
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rent, on trouve toutefois ceux qui
innervent les parois des artérioles du
cerveau [23, 24]. L’angiogenese
d’artérioles décrite au-dessus conduit
donc vraisemblablement des cellules
de Schwann a proximité des zones
lésionnelles. Elles sont normalement
exclues du systéme nerveux central
par les pieds astrocytaires qui for-
ment la glia limitans [23, 25]. La rup-
ture de la glia limitans permet le pas-
sage des cellules de Schwann dans la
lésion [26, 27]. Enfin, les macropha-
ges ayant phagocyté de la myé-
line [28] et la présence d’axones
démyélinisés [29] favorisent la proli-
fération des cellules de Schwann et
pourraient donc promouvoir leur pré-
sence dans le parenchyme.

En conclusion, la deuxieéme phase de
réponse gliale et vasculaire a la mort
neuronale est marquée par I’abon-
dance des cellules macrophagiques.
Nous avons vu que ces cellules pour-
raient jouer non seulement le réle
d’éboueurs, mais aussi celui de « pdle
organisateur » de réponses cellulaires
variées.

C’est également durant cette seconde
phase qu’apparaissent les modifica-
tions morphologiques des terminai-
sons axonales privées de leurs cibles.
On peut suggérer que I’élargissement
terminal des axones est lié a la
démyélinisation [30]. Dans un second
temps, les cellules de Schwann pour-
raient promouvoir la persistance des
afférences axonales. Dans certaines
conditions, ces cellules acquiérent en
effet un phénotype activé, caractérisé
par une capacité a sécréter des subs-
tances trophiques [31] parmi lesquel-
les figure le nerve growth factor (facteur
de croissance nerveux [32]).

Phase 3 : établissement
de la cicatrice astrocytaire

La troisieme phase, qui commence
un mois apres la mort neuronale, se
distingue de la phase précédente par
deux caractéristiques : les astrocytes
occupent l’ensemble de la Ilésion
(figure 5) tandis que le nombre des
autres éléments cellulaires diminue.
Cette phase constitue I’établissement
de la cicatrice astrocytaire.

Ce n’est qu’a partir de 10-15 jours
aprés la mort neuronale que des
astrocytes immunoréactifs pour la
GFAP réapparaissent dans la lésion.
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Figure 6. Photographie en
microscopie électronique du
parenchyme lésé 1 an aprés la
Iésion (G x 7 000). Un prolon-
gement astrocytaire entoure un
vaisseau et une cellule micro-
gliale/macrophagique (M). (A) est
un astrocyte. Le prolongement
astrocytaire forme une lame
basale du cété de la cellule
endothéliale, il reforme ainsi la

N\ £ M

Les astrocytes sont alors peu nom-
breux, leur nombre augmentant rapi-

dement au-dela d’un mois. Ces
astrocytes présentent un phénotype
dit «réactif » : leur corps cellulaire
est large, leurs prolongements épais
et ils sont trés immunoréactifs pour
la GFAP. Des leur entrée dans la
zone de lésion, les astrocytes sont
souvent associés aux vaisseaux san-
guins qu’ils entourent de prolonge-
ments, reformant une lame basale du
coté bordant les cellules endothélia-
les. Nos observations correspondent
a de nombreuses autres qui suggerent
que les astrocytes tendent a recons-
truire toute bréche apparue dans la
glia limitans [33). Cette reconstruction

m/s n® 8, vol. 7, octobre 91

glia limitans.

de la frontiere du systtme nerveux
central se fait autour des vaisseaux
sanguins (figure 6), mais aussi autour
des éléments étrangers présents dans
la 1ésion. Les cellules de Schwann
sont, ainsi, individuellement entou-
rées de prolongements astrocytaires
formant une lame basale.

A long terme, tous les éléments cel-
lulaires sont entourés par des astro-
cytes. Cependant les astrocytes res-
pectent toujours la différence entre
les éléments du systéme nerveux cen-
tral et les autres. En effet, ils ne for-
ment pas de lame basale lorsqu’ils
entourent des oligodendrocytes et les
axones qu’ils myélinisent, ou les cel-
lules microgliales/macrophagiques.

Parallelement, le nombre des élé-
ments non astrocytaires diminue dans
la lésion. Cela semble correspondre
a la cicatrice gliale dont on sait
qu’elle est réalisée par les astrocytes
[33-35].

En conclusion, la mort neuronale
produite par I’injection de substances
excitotoxiques provoque, dans un
premier temps, des modifications des
cellules en place avant la lésion, con-
duisant notamment a la disparition
de la frontiere du systéme nerveux
central. Au cours des semaines sui-
vantes, différentes populations cellu-
laires pénetrent dans le parenchyme
lésé (macrophages, cellules de
Schwann). La reconstruction d’une
frontiere entre le tissu cérébral et le
reste de I’organisme par les astrocy-
tes aboutit ensuite, a long terme, a
la constitution d’une cicatrice stérile.
Ces modifications influent probable-
ment sur les afférences axonales pri-
vées de leurs cibles par la lésion exci-
totoxique. Les tentatives régénérati-
ves semblent étre favorisées lors de
I’étape de prolifération et de recru-
tement cellulaire (modifications mor-
phologiques persistantes des afféren-
ces axonales, présence de cellules de
Schwann), puis tendent a disparaitre.
Il faudrait, pour mieux comprendre
le réle des différents types cellulaires,
essayer de perturber un des éléments
de réponse a la lésion et voir dans

quel sens les autres éléments
évoluent M
Summary

Glial and vascular responses to
excitotoxically-induced neuronal
death

This study was undertaken to fol-
low the time course of changes in
the morphology and distribution
of glal cells that take place during
the formation of a glial scar after
injection of kainic acid in the tha-
lamus of the rat. The progression
of the glial reaction to the lesion
was followed from 24 hours to
18 months after the kainate injec-
tion. The microglial/macrophagic
cells were labeled with the B4 iso-

suite p. 798 —
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Summary (suie de la p. 797)

lectin from Griffonia simplicifolia.
The astrocytes were identified
using an antibody raised against
glial fibrillary acidic protein
(GFAP). The vascularization was
followed both in terms of morpho-
logy of the capillaries and of the
integrity of the blood-brain-barrier
(BBB). This analysis was perfor-
med using perfusion of blood ves-
sels with Indian Ink for the study
of the morphology, and circulation
of HRP for the BBB. We have
studied the fine structure of
Schwann cells and oligodendrocy-
tes.

Three periods could be distingui-
shed during the evolution of the
cellular response in the neuron-
depleted area. The first one is the
initial response of elements present
before the kainate injection. It
consists of a morphological modi-
fication in the astrocytes, a rup-
ture of the glia limitans, an ope-
ning of the BBB, and an activa-
tion of resident microglial cells.
The second period is characterized
by a cellular recruitment and pro-
liferation. Blood monocytes enter
the neuron-depleted area. There is
an anglogenesis, a demyelination
of axons, an appearance of growth
cone like structures and the
recruitment of Schwann cells. The
last period leads to the formation
of the glial scar by astrocytes.
We have tried to show that the
different events do not evolve
independently but that the injec-
tion of kainate and the neuronal
death lead to a series of cellular
interactions, which in turn results
in a ghal scar. It may be that
attempts at regeneration find a
favorable environment during the
period of cellular proliferation
which is terminated by the forma-
tion of the glial scar (after one
month) and the diminution of the
number of the other elements.
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