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INTRODUCTION

L’analyse histologique de prélévements cérébraux est un examen complémentaire rarement
réalisé chez le chien. La cytologie cérébrale, bien que validée et utilisée en médecine humaine, est un
outil mal connu en médecine canine. Ces examens microscopiques sont pourtant nécessaires a
I’établissement du diagnostic définitif quant a la nature d’une Iésion intracranienne. Dans le cas des
tumeurs cérébrales, ils permettent en particulier de définir le type et le grade tumoral.

Le développement des outils microscopiques présente un intérét en médecine individuelle
mais également en médecine translationnelle : le Chien s’avére étre un modeéle spontané pertinent
de tumeurs gliales diffuses pour 'Homme chez qui ces tumeurs, en particulier le glioblastome, ont un
pronostic sombre, qui n’évolue pas, et constituent un enjeu thérapeutique. Le modeéle canin pourrait
permettre I'évaluation de I'efficacité de nouvelles stratégies de traitement. Ces études nécessitent le
recrutement de chiens atteints de gliomes et la mise en place d'une démarche diagnostique
semblable a celle décrite en médecine humaine : suspicion clinique, examen d’imagerie médicale,
examens microscopiques. La premiére étape indispensable est la mise en place des outils d'imagerie
et d’histologie/cytologie chez le chien sain.

Le sujet de ce travail porte sur la réalisation d’'une étude de faisabilité dont I'objectif est
I’évaluation de la qualité du matériel tissulaire et cellulaire issu de biopsies et cytoponctions
échoguidées d’encéphale de chiens sains.

Dans une premiere partie, une revue de la littérature permettra de détailler les différents
éléments du sujet. Tout d’abord, I'anatomie macroscopique, histologique et cytologique de
I’encéphale de Chien sera détaillée, depuis le développement embryonnaire, la formation des
différentes lignées cellulaires du systeme nerveux central, leur organisation en tissu nerveux et la
répartition tissulaire permettant I'organisation anatomo-fonctionnelle. Dans un second temps, il
sera fait un état de I'art sur la réalisation des examens histologiques et cytologiques cérébraux chez
le Chien. Un point particulier sera fait sur leur intérét potentiel au sein du modele canin de gliomes
spontanés en oncologie comparée.

Dans une deuxiéme partie, le contexte d’étude, le protocole expérimental et les résultats de
I’étude seront présentés et discutés.
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Anatomie, histologie et cytologie de I'encéphale du Chien

Le systéme nerveux permet a I'organisme d’entrer en relation avec le milieu extérieur et de

coordonner tous les autres appareils pour assurer son unité.

L’encéphale appartient, avec la moelle spinale, au systéme nerveux central (SNC). Celui-ci est

le lieu d’intégration de l'information: réception des afférences sensitives et formation d’une

efférence motrice.

Dans cette partie, nous allons comprendre comment se développe le systeme nerveux

central, et plus particulierement I'encéphale. Nous verrons ensuite quelles sont les cellules qui le

composent, comment elles s’organisent en tissus pour former les différents compartiments de

I’encéphale chez le Chien.

1. Développement du systéme nerveux central

1.1. Neurulation

Au cours du développement embryonnaire,
trois couches de cellules se forment: la plus
superficielle est appelée I'ectoderme, la plus
profonde  I'endoderme et la  couche
intermédiaire est appelée le mésoderme. Un
de

neuroectoderme, forme un relief appelé la

épaississement I'ectoderme, le
plague neurale, qui s’invagine progressivement
pour former le sillon neural puis le tube neural,
parcouru en son centre par un canal, le canal
neural. Ce processus est appelé la neurulation.
Lorsque le tube neural se forme, il se sépare de
I’ectoderme. Lors de cette séparation, les crétes
neurales se détachent et se fragmentent pour
former la chaine de ganglions.

Ganglion
g Canal neural

Tube neural

Figure 1 : Neurulation
Schéma adapté a partir de « De Lahunta, Glass,
Kent 2016 »
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1.2. Formation de I’encéphale

La partie rostrale du tube neural se développe pour former I'encéphale. Trois renflements
apparaissent d’abord, qui sont les trois vésicules primitives: prosencéphale, mésencéphale et
rhombencéphale. La premiére vésicule donnera le télencéphale et le diencéphale, la deuxiéme
restera le mésencéphale et la derniére formera le métencéphale et le myélencéphale.

Prosencéphale :
Télencéphale

Diencéphale
Cupule otique

Mé éphaln

Rhombencéphale :
Meétencéphale
Myélencéphale

C Mésencéphale D Mésencéphale

Diencéphale

Télencéphale

Vésicule otique Neurohypophyse
Cupule optique

\__Télencéphale
{cerveau)—

Métencéphale
{cervelet et pont)

yélencéphale

spinale

Figure 2 : Développement des vésicules de I’encéphale
Schéma adapté a partir de « De Lahunta, Glass, Kent 2016 »
A : Stade 3 vésicules ; B-F : Stade 5 vésicules ; lll, IV : ventricules

Le télencéphale se développe en deux hémisphéres qui recouvrent le reste de I'encéphale et
forment le cerveau. Le diencéphale est associé aux vésicules optiques. Le mésencéphale se situe en
continuité. Le métencéphale forme le cervelet dans sa partie dorsale et le pont dans sa partie

ventrale. Le myélencéphale constitue la moelle allongée.
Le tube neural est creusé en son centre par le canal neural dont la lumiere s’élargit dans les

vésicules pour former les ventricules.
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1.3. Evolution de I'épithélium du tube neural

Au niveau cellulaire et tissulaire, le bon développement de I'encéphale nécessite les bons
tissus au bon moment et au bon stade de développement. La paroi du tube neural correspond a un
épithélium pseudostratifié de cellules neuroectodermiques a l'origine des différentes lignées
cellulaires du tissu nerveux. Les divisions cellulaires conduisent a la formation de trois couches :

— La couche profonde, appelée couche germinale ou zone ventriculaire, est le siége des divisions
cellulaires. L'épuisement de la capacité mitotique des cellules germinales conduit a la formation
des épendymocytes, cellules gliales formant I’épithélium bordant la lumiére du futur systeme
ventriculaire de I'encéphale.

— La couche intermédiaire, appelée couche palliale, contient les cellules en cours de
différenciation. Elles sont de deux types: les neurones immatures, qui développent des
expansions cellulaires et perdent la capacité de division cellulaire, et les spongioblastes, a
I'origine de deux types de cellules gliales, les oligodendrocytes et les astrocytes. La couche
palliale deviendra la substance grise du systeme nerveux central, c’est-a-dire le compartiment
tissulaire comportant les corps cellulaires neuronaux (cf 3.1. Substance grise).

— La couche la plus superficielle du tube neural est la couche marginale, formée par les axones
myélinisés des neurones de la couche palliale. Elle représente la future substance blanche du
systeme nerveux central (cf. 3.2 Substance blanche).

Le quatrieme et dernier type de cellules gliales est la microglie, d’origine mésodermique, qui
péneétre le systeme nerveux central par voie sanguine.

Vaisseau sanguin
et astrocyte

Spongioblaste

Neurone sensitif

Motoneurone

5
Spongioblaste

Figure 3 : Différentiation de I’épithélium neural
Schéma adapté a partir de « De Lahunta, Glass, Kent 2016 »
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2.  Les cellules du systeme nerveux central

Le tissu nerveux est constitué de deux types cellulaires :

— Les neurones représentent I'unité fonctionnelle du systéme nerveux.

— Les cellules de la névroglie (également appelée neuroglie ou glie) ont un role de soutien.
Dans le SNC, les cellules gliales sont représentées par les épendymocytes (issus de la
couche germinale du tube neural), les oligodendrocytes et astrocytes (issus de la couche
palliale du tube neural) et les cellules de la microglie (d’origine mésodermique, cf. ante).

Le tissu nerveux est vascularisé et entouré de méninges.

2.1. Neurones

Les neurones sont des cellules fondamentales dans le SNC car ils sont le support fonctionnel
du message nerveux. Le neurone recoit des signaux chimiques, les neurotransmetteurs. Il les intégre
et il est responsable de la genése et de la conduction d’un signal électrique, le potentiel d’action, qui
correspond a la dépolarisation de la membrane cellulaire par modification du gradient ionique. Ceci
conduit a la libération d’'un nouveau signal chimique pour une cellule effectrice (un autre neurone,
une cellule musculaire ou une cellule cardiaque). La transmission du message nerveux d’un neurone
a l'autre se fait au niveau des synapses.

La structure d’un neurone (Figure 4A) est composée d’un corps cellulaire (ou soma) et
d’expansions cytoplasmiques (les fibres nerveuses) de deux types: les dendrites (multiples) et
I’axone (unique). Le corps cellulaire comporte un noyau central, rond et volumineux ainsi qu’un
cytoplasme périphérique appelé péricaryon. Les dendrites sont de fins prolongements ramifiés.
L'axone est également un prolongement du corps cellulaire, de diamétre supérieur a celui des
dendrites, et dont la longueur peut étre trés importante. Il émerge de la zone d’implantation de
I’axone et se termine par un ou plusieurs boutons terminaux (boutons synaptiques). La taille des
neurones est variable : par exemple, dans le cortex, on retrouve principalement des neurones de
grande taille mais il y en a également des petits, notamment des interneurones (Gould 2007).
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N A Synaps'e. B
Dendrites axo-dendritique

)

p— [Péricaryon \\_/ .

Noyau
‘\ Synapse
Zone

i : axo-somatique
d’implantation \

de I'axone

Axone

Formation
d’un potentiel Synapse
d’action axo-axonique

Bouton synaptique

Figure 4 : Schémas de la structure (A) et de la polarité neuronale (B)
Image personnelle

La structure du neurone est dite polarisée (Figure 4B) car le message nerveux arrive au
niveau des dendrites le plus souvent (synapse axo-dendritique), au niveau du corps cellulaire
(synapse axo-somatique) ou bien parfois directement au niveau de I'axone (synapse axo-axonique);
puis il est toujours conduit en direction de |’axone, avec intégration et formation ou non d’un
potentiel d’action (dépolarisation de la membrane qui se transmet de proche en proche) qui se
déplace le long de I'axone en direction du bouton synaptique (Bertrand 2012; Stevens 1993a; Young,
Heath, Wheater 2008).

En fonction du nombre et de I'organisation des dendrites (I’axone étant quant a lui toujours
unique), il existe plusieurs types de neurones (Figure 5). Les plus fréquemment rencontrés sont les
neurones multipolaires, auxquels appartiennent les neurones moteurs. Les autres types de neurones
rencontrés sont les neurones bipolaires (par exemple les neurones récepteurs de I'odorat) et les
neurones pseudo-unipolaires (neurones sensitifs primaires).

B

A

Figure 5 : Schéma des différents types de neurones
Image personnelle

A : Neurone multipolaire ; B : Neurone bipolaire ; C: Neurone pseudo-unipolaire
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L'ultrastructure du neurone (Figure 6) témoigne de son activité métabolique intense. Le
noyau est volumineux, souvent situé au centre du péricaryon. La chromatine est dispersée et le
nucléole est bien visible, signe d’une activité intense de traduction. Le réticulum endoplasmique
granuleux (REG) est volumineux. Il est appelé corps de Nissl (ou substance chromatophile). Il est
présent dans le péricaryon et les dendrites mais absent dans I'axone : les protéines axonales
proviennent et sont dégradées dans le soma. L'appareil de Golgi est volumineux, diffus et situé a
proximité du noyau. Les tubules, vésicules et citernes (réticulum endoplasmique lisse) sont présents
en grande quantité dans les dendrites et I'axone seulement. Les mitochondries sont trés nombreuses
dans le péricaryon, elles sont également présentes dans I'axone.

Le cytosquelette du neurone est développé et joue deux roles fondamentaux : maintien de la
forme du neurone (neurofilaments) et transport axonal des substances et organites (neurotubules).
Au niveau des synapses (i.e. jonctions cellulaires permettant la transmission du message nerveux), on
peut observer un feutrage de fines fibrilles permettant de maintenir la stabilité de la membrane
post-synaptique, appelé réseau post-synaptique.

Les synapses sont constituées par le bouton synaptique du neurone pré-synaptique, par une
fente synaptique étroite (20 nm) et par la membrane post-synaptique. Le bouton synaptique
contient des mitochondries, des neurotubules et neurofilaments, ainsi que des vésicules synaptiques
contenant des neurotransmetteurs, libérés par exocytose dans la fente synaptique suite a l'arrivée
du potentiel d’action.

N
- Gaine de myéline
Corps de Nissl -—od—— Axone
3 Golgi b
—— Mitochondrie
——— Noyau
Neurofilaments L Cytosquelette

Vésicule synaptique

~———— Membrane présynaptique
BB 3 Fente synaptique

=i Membrane post-synaptique

Microtubule § N

Réseau post-synaptique
Cellule effectrice

Figure 6 : Ultrastructure du neurone (A) et d’une synapse (B)
Schéma issu de « Young et al. 2010 »
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Ainsi, les neurones sont des cellules hautement différenciées. Leur survie dépend des autres
neurones avec lesquels ils établissent des connexions, en particulier, la perte permanente de synapse
entraine une atrophie neuronale (perte de cytoplasme et réduction de taille), (Jubb et al. 2015). La
mise en place des circuits neuronaux a lieu autour de la naissance, les neurones surnumeéraires sont
éliminés par un mécanisme d’apoptose. Le nombre de neurones diminue ensuite au cours de la vie
adulte a cause de la dégénérescence cellulaire. On retrouve cependant des zones dans I'encéphale
qui continue a générer des neurones dans le cerveau sain : le gyrus denté et la zone subventriculaire
(murs latéraux des ventricules latéraux, avec migration vers le bulbe olfactif) sont aujourd’hui
reconnus pour cette fonction (Gould 2007; Alvarez-Buylla, Garcia-Verdugo 2002; Jubb et al. 2015; De
Lahunta, Glass, Kent 2016). En cas de lésion, la neurogenése est augmentée dans ces deux zones
(Figure 7). Elle est également détectée dans d’autres zones, comme le néocortex ou le striatum,
sujettes a controverse sur leur nature neurogene en situation saine (Gould 2007). De plus, la
régénération d’axones et de dendrites est possible quand le corps cellulaire du neurone n’a pas subi
de lésion (Young et al. 2010).

Dentate gyrus

Neocortex

Striatum

Olfactory
bulb and rostral

migratory stream
Piriform cortex

Olfactory
tubercle

Substantia ( ‘

nigra Vagus nucleus

Figure 7 : Zones neurogénes (schéma d’une coupe sagittale d’encéphale de rat)

Schéma issu de « Gould 2007 »

En rouge : le gyrus denté et la zone subventriculaire (migration rostrale vers le bulbe
olfactif) générent des neurones dans le cerveau sain tout au long de la vie.

En rose : il s’agit de zones pour lesquelles le potentiel neurogene a été démontré en cas de
|ésion mais qui reste controversé en situation saine.

Amygdala : Amygdale, Dentate gyrus : Gyrus denté, Olfactory bulb and rostral migratory
stream : bulbe olfactif et mouvement migratoire rostral, Olfactory tubercle : tubercule
olfactif, Piriform cortex : cortex piriforme.
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2.2. Cellules gliales du systéme nerveux central

Il'y a tres peu de matériel extracellulaire dans le SNC, le peu de collagéne présent est
cantonné a la périphérie des vaisseaux sanguins (Young et al. 2010). La névroglie occupe donc les
espaces entre les neurones et sert de soutien. La névroglie représente I'ensemble des autres cellules
du tissu nerveux, soit pres de la moitié de la masse totale du SNC. Elle a un réle de support
métabolique et structural pour les neurones et comprend quatre types cellulaires : astrocytes,
oligodendrocytes, épendymocytes, cellules microgliales. Les trois premiers types appartiennent a la

macroglie et ont une origine neuro-épithéliale tandis que la microglie a une origine

mésenchymateuse (cf. 1.3 Evolution de I'épithélium du tube neural).

Tableau 1 : Les différents types de cellules gliales

Origine )
embryonnaire Cellule gliale Types Caractéristiques
Astrocyte . Prolongements nombreux ramifiés
Protoplasmique ) _
Morphologie : Présents dans la substance grise
Noyau ovale, - Prolongements peu nombreux droits
Stoilé ibreux
forme étoilée Présents dans la substance blanche
Oligodendrocyte Satellite Présents dans la substance grise
Lieleca e Prolongements en continuité avec la
Petit noyau Interfasciculaire gaine de myéline

arrondi et dense

Neuroectoderme Présents dans la substance blanche
Macroglie ot . s
( glie) Ependymocytes Epithélium simple cuboide a
de la strate cylindrique, avec microvillosités et cils,
épendymaire dépourvu de membrane basale
Ependym o . oy s
FEOCTTITEH Epithélium simple cuboide a
Ependymocytes cylindrique, avec de nombreuses
choroidiens microvillosités, dépourvu de
membrane basale
Microgliocyte « Rod cells » M. activé, noyau en batonnet
Mésoderme Morphologie :
(Microglie) ;
Pet/t’ fioyau Spumeux M. activé, vésicules de phagocytose
cunéiforme
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2.2.1. Astrocytes

Les astrocytes occupent en grande partie I'espace interstitiel du SNC, assurant un role de support

mécanique du tissu nerveux. lls ont de nombreuses autres fonctions qui varient en fonction de leur

localisation :

lIs interviennent dans les échanges métaboliques entre le sang et les neurones et régulent
I’équilibre électrolytique et osmotique entre le neurone et le milieu extracellulaire.

lls permettent I'isolation des synapses et nceuds de Ranvier.

lIs ont un réle trophique pour les autres cellules : notamment, ils sont une source de
cytokines et de facteurs de croissance qui supportent ['activité neuronale. lls
interviennent pour guider la migration des neurones depuis leur zone de formation
jusqu’a leur destination et pour guider le développement des axones.

Les astrocytes sont les principales cellules intervenant dans la cicatrisation du tissu
cérébral.

lIs interviennent également dans la détoxification de 'ammoniac et probablement dans
celle d’autres métabolites (Jubb et al. 2015).

Les astrocytes ont un noyau rond a ovale, dont la taille est proche de celle d’'un noyau de petit

neurone. lls ont une forme étoilée liée a leurs nombreux prolongements cytoplasmiques.

Selon leur structure, on distingue deux types d’astrocytes :

Les astrocytes fibreux ont peu de prolongements, lesquels sont rectilignes, riches en
éléments du cytosquelette. Ils sont situés aux cOtés des axones (dans la substance
blanche).

Les astrocytes protoplasmiques, quant a eux, ont de nombreux prolongements courts et
trés ramifiés. lls se situent aux c6tés des corps cellulaires des neurones (dans la substance
grise).

En outre, selon la localisation des astrocytes, leurs prolongements participent a la formation

des membranes gliales limitantes (Figure 8):

Membrane gliale limitante superficielle ou revétement astrocytaire marginal pour les
expansions au contact de la membrane basale de la pie-mére ;

Membrane gliale limitante périvasculaire ou barriere hémato-méningée pour les
expansions astrocytaires se terminant sur la membrane basale des capillaires sanguins ;
Membrane gliale limitante périventriculaire au contact des épendymocytes.
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P A— Membrane gliale limitante pérvasculaire =
TSGR Jee barriére hémato-encéphalique
limitante

Membrane gliale
limitante périventriculai D'gpres JIF: Zachary

Figure 8 : Schéma des membranes gliales
lllustration réalisée a partir de « Zachary 2012 »

L'ultrastructure des astrocytes est assez simple. Le cytoplasme montre peu d’organites : il y a
de nombreux ribosomes mais le réticulum endoplasmique rugueux est peu développé. Il contient
également quelques mitochondries et lysosomes. Le cytosquelette en revanche est présent de fagon
importante avec de nombreux faisceaux de filaments intermédiaires et des microtubules. Un
centrosome (centre organisateur des microtubules) est parfois visible (Jubb et al. 2015).

En cas de lésion cellulaire sur les astrocytes ou les cellules qui les entourent, un phénomeéne
d’activation astrocytaire se met en place. Le cytoplasme s’hypertrophie, certaines cellules présentent
deux noyaux ou plus et il y a une prolifération des astrocytes et de leurs prolongements (astrogliose).

2.2.2. Oligodendrocytes

Les oligodendrocytes sont des cellules au contact des neurones que I'on peut classer en deux
populations (Figure 9) :

— Les oligodendrocytes satellites se situent autour des corps cellulaires neuronaux (dans la
substance grise du SNC). Ils sont supposés avoir un rdle de régulation du
microenvironnement neuronal. En cas de perturbation, ces oligodendrocytes proliferent au
contact du corps cellulaire neuronal et s’hypertrophient: ce phénomene s’appelle la
« satellitose ».
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— Les oligodendrocytes interfasciculaires se situent dans la substance blanche, par rangée
entre les axones. lls en assurent la nutrition et la myélinisation dans le cas ou leur diametre
est supérieur au microméetre (Jubb et al. 2015). La myéline est un isolant permettant
d’augmenter la vitesse de conduction des axones en minimisant les fuites de courant. La
gaine de myéline d’un axone est constituée d’une succession de portions myélinisées (zones
internodales), séparées par des zones de jonction non myélinisées (nceuds de Ranvier).

Noyau du neurone

Cytoplasme du

nelrone .
Noyau des . “
oligodendrocytes

Figure 9 : Les différents types d’oligodendrocytes

Images personnelles

A : Oligodendrocytes satellites, schéma d’une figure histologique de satellitose: en cas de
perturbation du microenvironnement neuronal, les oligodendrocytes satellites proliferent a la
périphérie du corps cellulaire neuronal.

B : Oligodendrocytes interfasciculaires, schéma de la formation de la gaine myéline. La gaine de
myéline est une succession de zones internodales formées par des oligodendrocytes différents.
L’espace entre deux zones internodales est le nceud de Ranvier. Chaque oligodendrocyte forme des
zones internodales sur plusieurs axones.

D’un point de vue structural, les oligodendrocytes sont des cellules de plus petite taille que
les astrocytes, avec un noyau arrondi dense. lls ont de nombreuses expansions les connectant aux
gaines de myéline formées. D’un point de vue ultrastructural, on observe de nombreux ribosomes et
microtubules dans I'oligodendrocyte. L’appareil de Golgi est développé (Young et al. 2010).
L'oligodendrocyte a un réle important dans le renouvellement des protéines et des lipides qui
constituent la gaine de myéline (Jubb et al. 2015).

Un oligodendrocyte peut établir des zones internodales de myéline avec de nombreux
axones (jusqu’a 50) d’'un méme nerf ou de nerfs différents. La formation de la gaine de myéline
commence par l'invagination d’'un axone dans le cytoplasme de |'oligodendrocyte, formant un
mésaxone (espace virtuel entre les deux) qui s’enroule autour de I'axone de maniere a former des
couches concentriques de cytoplasme et de membrane plasmique. Puis le cytoplasme est éliminé et
les membranes plasmiques fusionnent (Young et al. 2010).
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En microscopie électronique, on peut observer des lignes sombres, appelées lignes denses
majeures et des lignes intercalaires. Les lignes sombres correspondent a la fusion des feuillets
cytoplasmiques des membranes par une protéique basique de la myéline tandis que les lignes
intercalaires correspondent a 'apposition des feuillets externes par une protéine protéolipidique
(Jubb et al. 2015, Young et al. 2010).

Les nceuds de Ranvier apparaissent comme un étranglement non recouvert de myéline.
Chaque ligne dense majeure forme une petite boucle contenant du cytoplasme, signant la fin de la
myéline qui s’amincit progressivement. Les cytoplasmes des deux oligodendrocytes voisins sont

accolés.

Figure 10 : Ultrastructure de la myéline

Hlustration issue de « (Stevens 1993a) »
Microscopie électronique

Les lignes sombres sont les lignes denses majeures (fusion des
feuillets cytoplasmiques). Entre elles se trouvent les lignes
intercalaires (fusion des feuillets externes).

2.2.3. Ependymocytes

— Ependymocytes de la strate épendymaire

Ce sont les cellules épithéliales qui tapissent les ventricules. Elles sont de forme cubique ou
cylindrique et ont un petit noyau au pdle basal, contenant une chromatine dense. Elles sont unies par
des complexes jonctionnels (desmosomes). Sur le bord apical au contact du liquide cérébro-spinal,
elles portent des cils et des microvillosités. Du c6té basal, elles ne reposent pas sur une membrane
basale comme d’autres cellules épithéliales mais sont constituées d’expansions cytoplasmiques qui
se ramifient dans une couche sous-jacente constituée par les prolongements astrocytaires de la
membrane gliale limitante périventriculaire (Figure 8).

— Ependymocytes choroidiens

La partie gliale des plexus choroides est formée par des épendymocytes spécialisés dans
I'ultrafiltration du sang pour la formation du liquide cérébro-spinal. Il s’agit de cellules épithéliales
cylindriques, unies par des complexes de jonctions, reposant sur une lame basale au contact des
plexus sanguins, avec des microvillosités au péle apical. Elles sont spécialisées pour la sécrétion.

23



2.2.4. Microgliocytes

Les cellules de la microglie sont des cellules mésenchymateuses immunitaires. Elles
appartiennent au systeme monocyte-macrophage. Leur morphologie s’apparente a des cellules
présentatrices d’antigene : elles assurent la reconnaissance des antigénes, la libération de cytokines
pour le recrutement des autres cellules et elles peuvent aussi assurer la phagocytose, notamment la
phagocytose des neurones dégénérés (processus appelé neuronophagie). La microglie est présente
autour des corps cellulaires neuronaux et autour des vaisseaux sanguins.

Des macrophages sont aussi présents dans le cerveau mais ils sont restreints autour des
capillaires sanguins ou sont adhérents aux surfaces épendymaires.

Les microgliocytes sont de petite taille. Le cytoplasme est réduit et présente de nombreuses
ramifications fines (Figure 11). Leur noyau est petit et cunéiforme (coin, vigule). En cas d’activation,
le noyau devient rond, le cytoplasme augmente et des nodules de trente a quarante cellules se
forment. Les microgliocytes peuvent présenter d’autres morphologies lors d’activation : noyau en
batonnet ou bien encore cytoplasme spumeux (vacuoles lipidiques) lors de phagocytose.

D’un point de vue ultrastructural, on retrouve des plages de réticulum endoplasmique
rugueux ainsi que des granules dans le cytoplasme.

Figure 11 : Les différentes formes de microgliocytes

Images personnelles.

A : Schéma de la structure d’un microgliocyte. Le noyau (bleu) est en forme de virgule (cunéiforme) ;
le cytoplasme présente de nombreuses ramifications fines.

B : Aspect schématique d’un microgliocyte spumeux : lors de phagocytose, le noyau devient rond et
le cytoplasme se remplit de vacuoles lipidiques.
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3.  Organisation tissulaire du systéeme nerveux central

Le SNC est composé de deux compartiments :

— La substance grise est le compartiment dédié a l'intégration des informations
nerveuses car il regroupe les corps cellulaires neuronaux dont c’est le réle.

— La substance blanche est le compartiment dédié a la conduction des messages nerveux
car il regroupe les axones myélinisés.

Un mélange de corps cellulaires neuronaux au sein de fibres d’'une large partie de la
substance blanche est présent au sein de I'encéphale : il s’agit de la formation réticulaire.

3.1. Substance grise
3.1.1. Composition et organisation cellulaire

Elle contient les corps cellulaires neuronaux et des cellules gliales dont les plus nombreuses
sont les astrocytes protoplasmiques (Young et al. 2010). Les oligodendrocytes satellites sont
regroupés autour des corps cellulaires neuronaux. Les microgliocytes sont présents de maniére
éparse.

Dans I'encéphale, la substance grise, issue de la couche palliale (cf. 1. Développement du
systéme nerveux) est formée par :

— le cortex cérébral et le cortex cérébelleux ;

— les noyaux de substance grise, ¢’est-a-dire des groupes neuronaux ou s’effectuent des
relais et situés dans le tronc cérébral et les parties profondes du cerveau et du
cervelet. Ces noyaux de substance grise sont qualifiés de primaires (ou segmentaires)
lorsqu’ils sont en relation avec le systéme nerveux périphérique et de centres
secondaires (ou supra-secondaires) lorsqu’ils contrélent les premiers.

3.1.2. Organisation corticale
La substance grise en périphérie du cerveau et du cervelet est appelée cortex. Ce dernier est

formé lors du développement embryonnaire par la migration des neurones de la couche palliale du
tube neural vers la surface.
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— Cortex cérébral :

Le cortex primitif (cortex olfactif) est composé de trois couches de corps cellulaires neuronaux
tandis que le néocortex en comporte six (Figure 12 et Tableau 2). Cing types morphologiques de
neurones sont présents dans le cortex cérébral (Young et al. 2010):

— Les cellules pyramidales : leur taille est variable, elles ont une forme de pyramide. Une
dendrite épaisse et ramifiée est dirigée vers la superficie du cortex. Un axone fin est dirigé
vers la profondeur.

— Les cellules étoilées (ou grains) : il s’agit de petits neurones. Ils ont de multiples dendrites
ramifiées et un axone vertical court.

— Les cellules de Martinotti : elles sont de petite taille, de forme polygonale avec quelques
courtes dendrites et un axone dirigé vers la surface ou il se divise en deux branches.

— Les cellules fusiformes : ces neurones ont la forme d’un fuseau perpendiculaire a la surface
du cortex. Les dendrites sont situées a chaque bout du fuseau, I'axone nait d’un coté.

— Les cellules horizontales de Cajal : elles sont de petite taille, également de la forme d’un
fuseau, orienté cette fois-ci de facon paralléle a la surface du cortex.

Cgllule horizontale

%\

Cellule étoilée

Cellule étoilée Cellule de Martinotti

Cellule étoilée
Cellule fsiforme

Cellule pyramidale

vi

Lw @_

SUBSTANCE BLANCHE

Figure 12 : Organisation schématique en six couches du néocortex
lllustration issue de I'ouvrage : « Young et al. 2010 ».

Le numéro des différentes couches de la Figure 12 correspond au nom indiqué dans le tableau ci-

contre.
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Tableau 2 : Composition des six couches néocorticales

Données issues de I'ouvrage : « Young et al. 2010 ».

Nom Composition

- Dendrites et axones corticaux, synapses

Couche plexiforme ou moléculaire | - Cellules horizontales de Cajal (rares)
- Cellules de la névroglie

- Petites cellules pyramidales nombreuses
Couche granulaire externe - Cellules étoilées (grains) nombreuses
- Axones et dendrites des couches profondes

1l Couche des cellules pyramidales - Cellules pyramidales de taille moyenne
v Couche granulaire interne - Cellules étoilées nombreuses
- Grande cellules pyramidales
\' Couche ganglionnaire - Cellules étoilées peu nombreuses
- Cellules de Martinotti
- Multiforme car grande variété de cellules
Vi Couche multiforme - Cellules pyramidales, cellules étoilées,

cellules de Martinotti, cellules fusiformes

— Cortex cérébelleux :

La structure du cortex cérébelleux est semblable en tout point de son étendue plissée, formant

une succession de lamelles soutenues par de la substance blanche (Barone, Bortolami 2004). |l est

composé de trois couches (Figure 13 et Tableau 3). Cing types morphologiques de neurones sont

présents dans le cortex cérébral (Young et al. 2010; Barone, Bortolami 2004) :

Les cellules de Purkinje (ou neurones piriformes) : il s’agit de trés gros neurones, situés
en profondeur, dont le corps cellulaire est piriforme : la partie large porte de départ d’'un
axone fin qui descend en profondeur et la partie étirée porte le départ d’une dendrite
trés ramifiée s’étendant vers la surface du cervelet.

Les neurones granulaires (ou grains): il s’agit de petits neurones situés en profondeur. lls
possédent peu de dendrites courtes et un axone fin, amyélinique, dirigé vers la surface
ou il bifurque pour y cheminer de fagon paralléle (fibres paralléles).

Les neurones étoilés : il s’agit de petits neurones situés en surface, tout comme leurs
dendrites et axone. L’axone est paralléle a la surface.

Les neurones a corbeille : il s’agit de gros neurones, avec un noyau volumineux et peu de
cytoplasme, des dendrites ramifiées dirigées vers la surface et un axone tres long.

Les cellules de Golgi: il s’agit de gros neurones, étoilés, situés en profondeur. Leurs
dendrites font synapse dans les glomérules, tout comme leur axone, tres court.

Les cellules gliales sont présentes sur toute I'épaisseur du cervelet, dominées par les astrocytes

protoplasmiques. Un type particulier de ces derniers, propre au cervelet, est appelé « cellule de

Bergmann », et se situe aux cotés des cellules piriformes.
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Figure 13 : Organisation schématique en trois couches du cortex cérébelleux

Coupe selon I'axe d’une lamelle

Schéma adapté a partir de « Sautet 2014 »

Le numéro des couches de la Figure 13 correspond au nom indiqué dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Composition des trois couches du cortex cérébelleux

Nom

Composition

Couche moléculaire

- Dendrites des neurones piriformes
- Axones des cellules granulaires
- Neurones étoilés et leurs fibres

- Cellules a corbeille et leurs fibres

Couche des neurones piriformes

- Neurones piriformes
- Cellules de Bergmann

Couche granulaire

- Trés grande densité cellulaire
- Neurones granulaires

- Cellules de Golgi

- Glomérule *

* Glomérule : formation synaptique complexe (neurones granulaires, cellules de Golgi, fibres

afférentes moussues)
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3.1.3. Noyaux de substance grise

Les noyaux de substance grise correspondant aux centres segmentaires sont les noyaux des
nerfs craniens : noyaux d’origine ou de terminaison selon qu’ils regoivent ou émettent les fibres des
nerfs craniens.

Les noyaux de substance grise correspondant aux centres supra-segmentaires sont nombreux
et servent de relais intermédiaires des circuits complexes qui relient les centres segmentaires aux
centres supra-segmentaires. Quelques uns d’entre eux seront évoqués dans la partie conformation
interne de I'encéphale, que ce soit dans le télencéphale (noyaux de la base), le diencéphale (noyaux
du thalamus), le mésencéphale (noyau rouge, substantia nigra, collicules,...), le métencéphale
(noyaux du pont) ou myélencéphale (noyaux gracile et cunéiforme par exemple).

3.2. Substance blanche

La substance blanche contient les faisceaux d’axones (appelés aussi fibres nerveuses). Elle est
dite blanche car les fibres nerveuses sont en grande partie myélinisées, or la myéline apparait de
couleur blanche macroscopiquement dans le tissus frais. La substance blanche contient également
des oligodendrocytes interfasciculaires alignés le long des fibres nerveuses, des astrocytes fibreux et
des microgliocytes.

La substance blanche prend plusieurs dispositions dans I’'encéphale :

— Les pédoncules permettent de rattacher ensemble les différentes parties de I'encéphale
(cerveau-tronc cérébral et cervelet-tronc cérébral).

— Les éléments d’association permettent de lier les centres nerveux (substance grise) entre
eux, de facon ipsilatérale ou controlatérale : il s’agit de commissures lorsque ces centres
nerveux sont situés au méme étage ou de décussation lorsqu’ils sont a différents étages.

— Les voies de conduction sont constituées par des faisceaux (groupes de fibres nerveuses),
des tractus (groupes de fibres nerveuses de méme fonction) et lemnisques (groupes de
fibres nerveuses qui ont une forme aplatie).

3.3. Formation réticulaire

La formation réticulaire est composée de corps cellulaires neuronaux logés dans les mailles
d’un réseau de fibres orientées en tout sens. En certains endroits, des groupes cellulaires sont
présents, souvent désignés par le terme de noyaux (Barone 2010).

La formation réticulaire est présente dans le tronc cérébral. Elle forme trois zones : une
colonne médiane dont les neurones libérent de la sérotonine, interviennent dans le comportement
affectif, le systeme limbique, et jouent un réle analgésique ; deux colonnes médiales qui donnent
naissance a des tractus réticulo-spinaux; et deux colonnes latérales avec divers roles, dont
I'intervention dans I'éveil du cerveau et le systeme viscéral (Evans E 2013).
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4.  Organisation anatomo-fonctionnelle de I'encéphale et de ses
enveloppes chez le Chien

4.1. L’encéphale

L'encéphale du Chien est composé du cerveau (télencéphale), du tronc cérébral (diencéphale,
mésencéphale, partie ventrale du métencéphale et myélencéphale) et du cervelet (partie dorsale du
métencéphale). Les vésicules embryonnaires ont déja été décrites (cf. 1.2 Formation de I'encéphale).

Fissure
Fansversale

Figure 14 : Coupe médiane d’un encéphale de Chien

lllustration réalisée a partir d’une photographie fournie par I'unité pédagogique d’Anatomie de
ENVT (Jean Sautet).

Le cerveau est composé de deux hémisphéres cérébraux séparés entre eux par la fissure
longitudinale. Caudalement, les deux hémispheres sont séparés du cervelet par la fissure
transversale.

4.1.1. Le cerveau

Le télencéphale, ou cerveau, est 'organe d’intégration supréme : il recoit les informations
sensitives provenant de stimuli internes et externes au corps, il est également le point de départ des
réponses motrices volontaires. Il controle I'ensemble des fonctions de I'organisme. Il est le siege des
fonctions cognitives, de la mémoire et de la conscience.
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— Conformation externe

Le cerveau peut étre divisé en deux parties :

La partie ventrale est appelée rhinencéphale en raison de sa fonction primitive olfactive.
Elle intervient également de maniéere importante dans le systeme limbique, responsable
des réactions primitives permettant la survie de I'individu et de I'espece (fuite, prise de
nourriture, comportement sexuel...). Le systeme implique également des circuits du
néocortex et du tronc cérébral.

La partie dorsale du cerveau est le néocortex ou néopallium. Elle s’est développée avec
I’évolution et sa plus grande fonction est de réguler le systeme limbique.

Le cerveau possede deux hémisphéres, avec pour chacun trois faces: une face convexe

(dorsale et latérale), une face basale (ventrale) et une face médiale.

La face convexe, latérale et dorsale, est représentée sur la Figure 15. Elle est
majoritairement occupée par le néocortex qui, avec [’évolution, s’est fortement
développé, repoussant le rhinencéphale (archicortex et paléocortex) en position ventrale.
La face basale appartient au rhinencéphale. Les structures qui apparaissent sont
impliquées dans I'olfaction. Ce sont (en commencant par le pdle rostral): les bulbes
olfactifs, les pédoncules olfactifs, les tubercules olfactifs, le gyrus diagonalis, le lobe
piriforme.

I Rhinencéphale

I Néocortex
Fissure pseudo-sylvienne

Figure 15 : Vue latérale gauche d’un encéphale de Chien.
lllustration réalisée a partir d’une photographie fournie par 'unité pédagogique d’Anatomie de
I'ENVT (Jean Sautet).
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La surface du cortex des hémisphéres présente des gyri (bandes en surélévation) séparés par des
sillons car le Chien est une espéce gyrencéphale. Des aires fonctionnelles spécialisées sont définies a
la surface du néocortex. La fonction occupée peut étre sensorielle, motrice ou associative et
plusieurs aires cooperent entre elles (aires primaires, aires secondaires). La limite entre le néocortex
et le rhinencéphale est constituée par un profond sillon sur la face latérale : le sillon rhinal latéral.

e La face médiale est représentée sur la Figure 16. Cette face laisse apparaitre les trois
commissures inter-hémisphériques, quelques gyri du néocortex et les parties septale et
limbique du rhinencéphale. La commissure rostrale (en bleu sur la Figure 16) est la plus
archaique, elle établit une connexion entre les parties rostrales du rhinencéphale. La
deuxieme commissure est constituée par les fibres transversales qui unissent les deux
branches du fornix (en jaune sur la Figure 16). Il s’agit de la commissure de
I’hippocampe, structure du rhinencéphale. Enfin, le corps calleux (en vert sur la Figure
16) est la commissure du néocortex.

Sillon crucial Sillon splénial

Sillon génual ! Sillon

suprasplénial

Figure 16: Coupe médiane d’un encéphale de Chien montrant les commissures
interhémisphériques.

lllustration réalisée a partir d’'une photographie fournie par I'unité pédagogique d’Anatomie
de 'ENVT (Jean Sautet).
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— Conformation interne

Les différentes structures d’intérét de substance grise et substance blanche du télencéphale sont
récapitulées dans la figure ci-dessous.

Sillon splénial Centre semiovale

, Corps calleux
Noyau caudé

Putamen Capsuleinterne
Sillon rhir"lal Fornix
latéral
Pallidum Nerf optique

Figure 17 : Coupe transversale d’un encéphale de Chien réalisée au niveau du télencéphale
lllustration réalisée a partir d’une photographie fournie par I'unité pédagogique d’Anatomie de
ENVT.

Sur ce type de préparation (coloration Weil-Myelin), la substance blanche apparait noire.

Les structures de la substance grise (légendes de gauche) appartiennent au télencéphale. Elles
comprennent des noyaux en profondeur et des gyri en surface, séparés par des sillons. Le corps strié
est un complexe de plusieurs noyaux, séparés par des lames de substance blanche : le néostriatum
(noyau caudé et putamen) et le pallidum, interviennent dans les voies de contréle de la tonicité
musculaire et de la coordination des mouvements.

1 : Gyrus sagital ; 2 : Gyrus ectosagittal ; 3 : Gyrus ectosylvien rostral ; 4 : Gyrus sylvien rostral ; 5
Gyrus olfactif lateral.

Les structures de la substance blanche (légendes de droite) comprennent des commissures du
télencéphale (corps calleux et fornix) ; la substance blanche sous-corticale télencéphalique (centre
semi-ovale) ; la capsule interne, qui relie le télencéphale au tronc cérébral, et le nerf optique, qui

appartient au diencéphale.

Le télencéphale est parcouru en profondeur par les ventricules latéraux (étoile rouge).
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4.1.2. Le tronc cérébral

Le tronc cérébral constitue la partie tubulaire de I'encéphale, en continuité avec la moelle
spinale. Il est composé du diencéphale, du mésencéphale, du pont (partie ventrale du
métencéphale) et du myélencéphale (ou moelle allongée). Il est connecté au cerveau (télencéphale)
par la capsule interne et les pédoncules cérébraux ; et au cervelet par trois paires de pédoncules
cérébelleux.

— Conformation externe :

Le tronc cérébral porte le départ de onze des douze paires de nerfs craniens (la paire I, ou
nerfs olfactifs, fait exception et prend origine dans le télencéphale).

Les figures 18 et 19 présentent les vues ventrale et dorsale du tronc cérébral. De facon
volontaire, seules les structures concernant le tronc cérébral sont légendées.

Chiasma optique

DIENCEPHALE Tuber cinereum

Tractus optique
Récessus infundibulaire du lll®me ventricule
Corps mamillaire

METENCEPHALE N

Pont
Sillon basilaire

Figure 18 : Vue ventrale d’un encéphale de Chien

Montrant I’émergence des nerfs craniens de Il a Xll (a gauche de I'image) et les principales
structures du tronc cérébral (a droite de I'image).

lllustration réalisée a partir d’'une photographie fournie par I'unité pédagogique d’Anatomie de
I'ENVT (Jean Sautet).

Nerfs : Il : optique, lll : oculomoteur, IV : trochléaire, V : trijumeau, VI : abducteur, VIl : intermédio-
facial, VIII : vestibulo-cochléaire, IX : glosso-pharyngien, X : vague, XI : accessoire, Xl : hypoglosse.
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Diencéphale 1: Habénula
2 : Extrémité rostrale du lll
(ouverte)

: Thalamus

: Corps géniculé latéral

: Corps géniculé médial

: Glande pinéale

ieme

ventricule

(o202 N = O¥]

~N

: Collicule rostral
: Bras du collicule caudal
9 : Collicule caudal

Mésencéphale

(0]

Métencéphale 10 : Pédoncule cérébelleux rostral
11 : Pédoncule cérébelleux moyen
12 : Pédoncule cérébelleux caudal

Myélencéphale 13 :Tubercule des noyaux cunéiformes
13’ : Faisceau cunéiforme
14 : Tubercule du noyau gracile
14’ : Faisceau gracile
15 : Obex

Figure 19 : Vue dorsale d’un tronc cérébral de Chien apreés retrait du cerveau et du cervelet
lllustration réalisée a partir d’une photographie fournie par 'unité pédagogique d’Anatomie de
IENVT (Jean Sautet).

i. LE DIENCEPHALE :

Le diencéphale est la partie rostrale du tronc cérébral, il porte la capsule interne, lame de
fibres le rattachant au cerveau. Il est composé de cing parties : le thalamus, le métathalamus,
I’hypothalamus, I'épithalamus et le subthalamus. Le nerf Il (nerf optique) appartient au diencéphale.
Le thalamus recoit de nombreuses afférences sensitives et posséde de nombreux liens avec le cortex
cérébral. Il est composé de plusieurs noyaux (cf. Figure 20). Les thalami droit et gauche forment sur
le plan médian une dépression dans laquelle loge I'épithalamus composé de I’habénula rostralement
et de la glande pinéale (ou épiphyse) caudalement. Le métathalamus est composé des corps
géniculés latéraux et médiaux. Les corps médiaux sont petits, ils recoivent des afférences auditives
en provenance du mésencéphale. Les corps latéraux sont volumineux, ils terminent le tractus
optique et sont reliés au mésencéphale pour I'accommodation optique.
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— Conformation interne :

Noyaux du thalamus :

1. Nx. rostraux
2. Nx. latéraux
3. N. dorsomédial

4, Nx. ventraux
3. N. réticulé Capsule interne
) 6. Stria habenularis
7. Faisceau
Mamillothalamique
Sbthalamus 8. Lame médullaire
externe
Hypothalamus

Tractus optique

Pulvinar Radiation optique

Corps géniculé
latéral

Com. habénulaire
Tractus optique

Tractus
mamillotegmental

Corps géniculé

médial
e : ' Crus cerebri

Figure 20 : Deux coupes transversales (A et B) d’'un encéphale de Chien réalisées au niveau du

diencéphale
lllustration réalisée a partir d’une photographie fournie par I'unité pédagogique d’Anatomie de
I’ENVT.

Seules les structures appartenant au diencéphale sont légendées.

Les structures de la substance grise sont Iégendées sur la gauche des images. Elles comprennent les
noyaux du télencéphale (A : 1-6 et B : pulvinar) ; le subthalamus (A) ; I’hypothalamus (A) et les corps

géniculés du métathalamus (B).

Les structures de la substance blanche sont légendées a droite. Le troisieme ventricule est signalé

par la fleche rouge.
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ii. LE MESENCEPHALE :

Le mésencéphale est constitué d’une partie dorsale, le tectum, et d’une partie ventrale, qui
semble étre rattachée directement au cerveau et porte ainsi le nom de pédoncules cérébraux. En
son centre, il contient 'aqueduc mésencéphalique, qui relie le troisieme ventricule au quatrieme
ventricule. La zone autour de 'aqueduc a une fonction analgésique. Ventralement, le crus cerebri
contient des fibres longitudinales qui relient le cerveau aux autres étages du névraxe. Du crus
cerebri émerge le nerf Il (oculomoteur) dont les noyaux d’origine (ainsi que celui du nerf IV) sont
situés au sein des pédoncules. Les structures du tectum correspondent a deux paires de collicules,
avec pour chacune une commissure reliant son homologue controlatéral. Les collicules caudaux,
volumineux, permettent 'accommodation acoustique et se projettent dans les corps géniculés
médiaux du diencéphale par les bras des collicules caudaux. Les collicules rostraux permettent
I"accommodation optique.

— Conformation interne :

Tectum (partie dorsale)

Collicule rostral

Pédoncule cérébral

(partie ventrale) 4 ' ' Partie centrale
Tegmentum Aqueduc
1: N.mes. du nerf V
2 : N.interpédonculaire . - SG centrale

Noyau rouge
Substancia nigra n .

Crus cerebri L { ]

Figure 21: Coupe transversale d’un encéphale de Chien au niveau du collicule rostral
(mésencéphale)

lllustration réalisée a partir d’une photographie fournie par I'unité pédagogique d’Anatomie de
’ENVT.

Seules les structures appartenant au mésencéphale sont légendées : substance grise en vert;
substance blanche en bleu, systéme ventriculaire en rouge. A gauche de I'image sont légendées les
structures du tectum et des pédoncules cérébraux, a droite de l'image apparait I'aqueduc
mésencéphalique avec la substance grise (SG) centrale.

1 : Noyau mésencéphalique du nerf trijumeau ; 2 : Noyau interpédonculaire.
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iili. LE METENCEPHALE VENTRAL :

Le métencéphale ventral correspond au pont. Il porte I'émergence du nerf V (nerf trijumeau)
et intervient dans la coordination motrice (lien cerveau — cervelet). Les fibres pontiques se
poursuivent dorsalement par les pédoncules cérébelleux moyens. Ces derniers sont accompagnés de
deux autres paires de pédoncules cérébelleux : les pédoncules cérébelleux rostraux, qui unissent le
mésencéphale au cervelet, et les pédoncules cérébelleux caudaux qui unissent le myélencéphale et
la moelle spinale au cervelet.

— Conformation interne :

Cervelet :

Culmen

Flocculus

Pont :
1a13

Figure 22 : Coupe transversale d’un encéphale de Chien au niveau métencéphale
lllustration réalisée a partir d’une photographie fournie par I'unité pédagogique d’Anatomie de
IENVT.

Seules les structures appartenant au métencéphale (pont et cervelet) sont légendées : substance
grise en vert ; substance blanche en blanc, quatrieme ventricule par la fleche rouge.

La partie ventrale est constituée par une épaisse couche de substance blanche (1 : fibres transverses
du pont et 2 : tractus pyramidal et corticopontique) parcourue par de la substance grise (10 : noyaux
du pont). Le nerf trijumeau (3) émerge de la partie ventrale.

La partie dorsale (tegmentum) est constituée :

— par des noyaux de substance grise: 11 : noyau sensitif pontin du V; 12 : noyaux du raphé ;
13 : loculus ceruleus)

— par de la substance blanche, constituée par les pédoncules cérébelleux (4 : rostraux ; 5 : moyens)
et des voies de conduction (6 : tractus mésencéphalique du nerf trijumeau; 7 : lemnisque latéral ;
8 : lemnisque médial ; 9 : faisceau longitudinal médial).
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iv. LE MYELENCEPHALE :

Le myélencéphale, ou moelle allongée, est en continuité directe avec la moelle spinale et porte le
départ des nerfs craniens VI a Xll. La face ventrale porte les pyramides, situées de part et d’autre de
la fissure médiane. Cette structure appartient a la voie de la motricité volontaire. La face dorsale
porte les faisceaux graciles et cunéiformes qui se terminent rostralement par un tubercule propre :
le tubercule du noyau gracile et le tubercule des noyaux cunéiformes puis se poursuivent
communément par le pédoncule cérébelleux caudal. Ils sont impliqués dans la voie lemniscale
(sensibilité tactile fine et proprioceptive consciente).

Cortex
cérébelleux
Nx. cérébelleux : Corps médullaire
N. du fastigium « Arbre de vie »
N. interposé
N. dente Pédoncule
Nx. du cérébelleux
. P caudal
myelencephale :
N. du tractus Tractus spinal
spinal du nerfv
N. ambigu — Pyramide

Figure 23 : Coupe transversale d’un encéphale de Chien au niveau myélencéphale
lllustration réalisée a partir d’une photographie fournie par I'unité pédagogique d’Anatomie de
I'ENVT.

Seules les structures appartenant au myélencéphale et au cervelet sont légendées: substance
grise en vert ; substance blanche en blanc, quatrieme ventricule par I'étoile rouge.

La substance grise du myélencéphale est essentiellement constituée par les noyaux des nerfs
craniens (3 : noyaux vestibulaires VIl ; 4 : noyau parasympathique du nerf glosso-pharyngien IX;

noyau du tractus spinal du nerf trijumeau V ; noyau ambigu, commun pour les nerfs IX, X, XI).

La substance blanche du myélencéphale est composée de voies de conduction (1: tractus
rubrospinal ; 2 : faisceau longitudinal dorsal ; pyramides) et du pédoncule cérébelleux caudal.
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4.1.3. Le cervelet

Le cervelet constitue la partie dorsale du métencéphale. Il est rattaché au tronc cérébral par
les pédoncules cérébelleux. Le cervelet se comporte comme un petit cerveau branché en dérivation
sur toutes les voies ascendantes et descendantes. Il intervient dans le controle de la motricité
somatique, le maintien de I'équilibre, la régulation du tonus musculaire et la coordination des

mouvements.

- Conformation externe :

4

6

5:

: Faisceau cunéiforme
: Tractus spinal du nerf trijumeau
: Pédoncule cérébelleux caudal

: Tractus spino-cérébelleux ventral

Fibres transverses du pont

(pédoncule cérébelleux moyen coupé)
: Pédoncule cérébelleux rostral

V : nerf trijumeau

Figure 24 : Aspect latéral d’un encéphale de Chien avec I’hémisphére cérébral gauche enlevé
Le tronc cérébral et le cervelet sont disséqués pour montrer les pédoncules cérébelleux rostral et

caudal droits.

lllustration réalisée a partir d’'une image issue de « Evans E 2013 ».

— Conformation interne : (Figure 22 et Figure 23)

Le cervelet est constitué de trois lobes (rostral, caudal et flocculo-nodulaire) séparés en lobules
par des fissures transversales. La partie centrale du cervelet est appelée le culmen et les parties

latérales sont les hémispheres cérébelleux. La structure plissée déja décrite du cortex (cf. 3.1.2
Organisation corticale) est observable sur les coupes : le cortex de substance grise est soutenu par la
substance blanche centrale (« arbre de vie ») avec, en profondeur, les trois noyaux du cervelet, par

lesquels passent la plupart des fibres efférentes du cervelet.
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4.2. Les supports métaboliques et protecteurs

L'encéphale est baigné par le liquide cérébrospinal (LCS) qui circule a lintérieur des
ventricules et dans la cavité sous-arachnoidienne (cf. infra). Il est enveloppé par les méninges et
protégé par la boite cranienne.

4.2.1. Le systeme ventriculaire

Les ventricules sont issus de I’élargissement de la lumiéere du canal neural lors de la formation
des vésicules embryologiques (Figure 2). lls sont au nombre de quatre : deux ventricules latéraux
symétriques dans le télencéphale communiquant chacun avec le troisieme ventricule par un foramen
interventriculaire. Le troisieme ventricule appartient au diencéphale et se présente en anneau
autour de I'adhésion interthalamique. Il n’y a pas de ventricule sensus stricto dans le mésencéphale
mais un canal étroit, 'aqueduc mésencéphalique, qui relie le troisieme au quatrieme ventricule,
présent a la fois dans le métencéphale et le myélencéphale. Il s’ouvre sur I'espace sous-arachnoidien
par les récessus et ouvertures latéraux et se poursuit par le canal central qui parcourt la moelle
spinale. Les ventricules sont bordés par un épithélium composé d’épendymocytes et sont remplis de
LCS. Ce liquide est produit par ultrafiltration du sang au travers des plexus choroides, structures
faisant protrusion au sein des cavités ventriculaires et résultant de I'accolement et de I'invagination
de la strate épendymaire a la méninge la plus profonde (pie-meére), richement vascularisée.

Ventricule
Latéral

Aqueduc
mésencéphalique

Cavité du IVéme ventricule

bulbe olfactif

Canal central

Récessus
infundibulaire

Rece_assus Corne
Il° Ventricule ~ optique temporale

Figure 25 : Vue latérale schématique du systéme ventriculaire du Chien
Hllustration réalisée a partir de « Dyce 1987 »

4.2.2. Les méninges

Les méninges, les trois tuniques protectrices du névraxe, sont constituées de tissu conjonctif.
Les plus profondes correspondent a la pie-mére et a I'arachnoide. La pie-meére recouvre la surface de
I’encéphale auquel elle est adhérente. L'arachnoide est reliée a la pie-mére par des trabécules qui
maintiennent un espace entre ces deux couches : la cavité sous-arachnoidienne, remplie de LCS.
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La couche la plus superficielle, épaisse, est la dure-mere. C’'est une couche fibreuse,
constituée de deux feuillets : le feuillet externe est fusionné a la boite cranienne dont il constitue le
périoste et le feuillet interne est la couche méningée. Ces feuillets s’écartent en certains points pour
former les sinus veineux dure-mériens, compartiments permettant le retour du LCS au secteur
sanguin.

4.2.3. Les os du crdne

L’encéphale se situe dans une bofite osseuse protectrice, le crane. Les os du crane appartiennent
a la téte osseuse, tout comme les os de la face. Les os du crane sont au nombre de six : I'os occipital,
I’os sphénoide (formé par I'os basisphénoide et I'os presphénoide), I'os temporal, I'os pariétal, I'os
frontal, I'os ethmoide (Figure 26).

Vue latérale gauche

Figure 26 : Vues latérale gauche, dorsale et ventrale d’une téte osseuse de Chien.
Hllustration réalisée a partir d’une image issue de : « Dyce 1987 »

Les os de la face ne sont pas légendés.
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L'organisation anatomo-fonctionnelle complexe de I'encéphale résulte de :

- la différenciation de I'épithélium du tube neural embryonnaire en un nombre limité de
cellules hautement spécialisées (neurones, astrocytes, oligodendrocytes, épendymocytes, cellules
des plexus choroides, microgliocytes) ;

- leur organisation en deux tissus (substance blanche et substance grise) ;

- la disposition précise des zones de substance grise connectées entre elles au moyen de
fibres de la substance blanche, formant des réseaux hiérarchisés d’information, contrdolant toutes les
fonctions de l'organisme et ses relations au milieu extérieur (motricité somatique, motricité
viscérale, extéroception, proprioception, intéroception).

L’encéphale est nourri et protégé par le liquide cérébro-spinal dans lequel il baigne, par trois

couches de méninges et repose au sein de la boite cranienne.

En cas de lésion de I'encéphale, I'imagerie médicale, apporte des informations essentielles
mais ne peut se passer des informations apportées par les examens complémentaires
microscopiques. Ces derniers sont compliqués par la difficulté d’accées de I'encéphale et son
organisation complexe et spécifique. Quelles sont les données de littérature concernant les examens
histologiques et cytologiques cérébraux chez le Chien ? Quel est I'aspect histologique et cytologique

du tissu nerveux normal ? Nous essaierons de répondre a ces questions dans la partie suivante.
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Examens histologiques et cytologiques cérébraux chez le
Chien

1. Indications

Quand une lésion intracranienne est suspectée, le recours a des outils d'imagerie médicale
sophistiqués (tomodensitométrie - TDM - et Imagerie par Résonance Magnétique -IRM) permet de
localiser la masse, d’obtenir sa taille et ses relations avec les tissus avoisinants.

Le diagnostic différentiel comprend alors les lésions vasculaires, infectieuses, inflammatoires
et les lésions tumorales primitives (bénignes, malignes) et métastatiques. Une fois les causes
infectieuses et vasculaires écartées, les données cliniques et d’imagerie ne permettent pas de
distinguer une lésion inflammatoire d’une lésion tumorale.

Le diagnostic définitif nécessite alors un prélevement chirurgical et examen histologique au
laboratoire. L'examen cytologique est également trés intéressant car il permet une préparation,
lecture et premiere interprétation pendant le temps opératoire. Cette pratique est largement
répandue en médecine humaine et constitue une perspective intéressante en médecine canine (Long
et al. 2002; Vernau et al. 2001). Elle permet d’adapter la prise en charge chirurgicale du patient,
d’obtenir des informations essentielles pour la mise en place d’une thérapie intra tumorale et fournit
des indications pronostiques.

2.  Techniques chirurgicales d’abord

2.1. Craniotomie

La craniotomie est la technique d’abord traditionnelle. Littéralement, il s’agit de |'acte
chirurgical consistant a découper un volet osseux dans la voute cranienne afin d’accéder a
I’encéphale. Elle permet I'évaluation histologique d’une tumeur lors d’une résection mais présente
une invasivité élevée si I'objectif est uniqguement diagnostique.

Le choix de la technique d’abord est déterminé par la localisation et I'extension de la Iésion.
Une craniotomie latérale (ou rostro-tentoriale) est réalisée en cas de tumeur hémisphérique
unilatérale dans la fosse moyenne par exemple, une craniotomie transfrontale permet I'accés aux
lésions de la fosse rostrale, une craniectomie suboccipitale (caudo-tentoriale) permet I'accés aux
tumeurs localisées dans la fosse caudale (Slatter 1985). Les abords ventraux sont évités au maximum
(risque infectieux lors de la traversée des sinus). Globalement, la craniotomie commence par
I'incision des plans cutanés et musculaires, qui sont réclinés. Le volet osseux est ensuite découpé, ses
frontieres ne dépassent pas les limites imposées par les structures anatomiques importantes (en
particulier les sinus). Lors du retrait du volet osseux, la dure-mére est préservée afin d’éviter les
saignements dus a l'incision des artéres méningées (Bojrab 1998). Aprés la chirurgie, les méninges
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sont suturées. Le volet osseux est remis en place (craniotomie) ou non (craniectomie). En particulier,
lors d’un abord rostro-temporal, le muscle temporal permet de protéger la fenétre laissée par une
craniectomie.

Les risques post-opératoires d’'une craniotomie sont dus a la manipulation et résection de
tissu nerveux, a de l'cedeme, des saignements, une infection. Ceci peut entrainer une hernie
cérébrale, des convulsions, des troubles neurologiques, cardiovasculaires ou respiratoires.

2.2. Trépanation

Des techniques ont été développées pour rendre I'étape diagnostique moins invasive :
I’abord de I'encéphale par craniotomie (section de un ou plusieurs os du crane) a été remplacé par
un abord par trépanation (réalisation d’un trou dans la boite cranienne) et des techniques d’acces
aux lésions profondes qui préservent au maximum le tissu cérébral sain ont été étudiées. Le
prélevement de la masse, Iésion focale dans I'encéphale, nécessite alors un repérage préalable. Des
techniques par guidage échographique et par stéréotaxie sont ainsi apparues, d’abord en médecine
humaine, puis ont fait I'objet d’études en médecine vétérinaire également.

2.2.1. Prélevements échoguidés

L’utilisation de I’échographie dans les procédures concernant I'encéphale permet de réaliser
des biopsies, d’assister la résection chirurgicale d’'une Iésion cérébrale, de drainer des abces, kystes
et hématomes cérébraux. Il s’agit d’'un examen dynamique, qui présente donc |'avantage de
visualiser le trajet du préléevement et sa bonne réalisation, de choisir le meilleur site dans la masse
pour la réalisation de la biopsie, d’apprécier la vascularisation d’'une lésion, de détecter
immédiatement un saignement, de délimiter les bords de la masse lors de résection, de vérifier le
drainage complet de I'abcés ou du kyste. Sur la base des résultats conclusifs obtenus en médecine
humaine, les prélevements échoguidés ont également été étudiés en médecine canine.

L’accés pour la réalisation d’'une échographie de I'encéphale peut étre la craniotomie ou la
trépanation (Berger 1986, médecine humaine). Lors de prélevements, ceux-ci peuvent étre réalisés
avec ou sans guide placé sur la sonde. Un appareillage de fixation peut également étre utilisé pour
stabiliser la sonde pendant le prélevement : ce fut le cas dans I'étude de Thomas et al. 1993. Sur dix
chiens concernés par cette étude, la cible a été correctement atteinte neuf fois (soit une réussite de
90 %).

En médecine canine, aucune étude n’a permis de comparer la biopsie échoguidée a la biopsie
stéréotaxique assistée par TDM (cf. infra, Moissonnier et al. 2002). L’avantage incontestable de
I’échographie tient dans la visualisation instantanée des éventuelles Iésions hémorragiques, qui sont
la principale complication post-opératoire des biopsies cérébrales. Parmi les limites de I'utilisation du
guidage échographique, on peut citer l'acquisition des images en deux dimensions seulement.
L'apparition d’artéfacts échographiques produits par I'introduction d’instruments est soit considérée
comme un inconvénient lorsqu’il s’agit de résection tumorale (Unsgaard et al. 2002, médecine
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humaine) ; soit comme un avantage dans le repérage de I'instrument sur I'image échographique lors
de la réalisation d’une biopsie (Thomas et al. 1993, médecine canine).

2.2.2. Biopsie stéréotaxique

Littéralement, « stéréotaxie » signifie « ordonnancement dans |'espace ». Dans le cas des
biopsies cérébrales, il s’agit de repérer une cible dans le cerveau de facon précise pour pouvoir y
introduire les instruments de biopsie. Les techniques stéréotaxiques ont été décrites pour la
premiere fois en médecine humaine en 1947. Elles se sont ensuite développées conjointement au
développement des outils d’'imagerie médicale sophistiqués. La biopsie stéréotaxique est adaptée au
besoin diagnostique car elle présente I'avantage d’étre moins invasive que lors d’'un abord par
craniotomie et d’obtenir I'accés a des lésions inaccessibles autrement. Elle permet le prélevement
d’un tissu avec une grande précision, de réaliser une aspiration d’'un abces ou kyste, ou encore de
réaliser une chimiothérapie dirigée.

Dans l'espece canine, les limites d’utilisation de la biopsie stéréotaxique sont de deux
natures. La premiére est la variabilité de taille et de forme du crane inhérente a la variabilité intra-
spécifique du chien. Des atlas de stéréotaxie, fournissant les coordonnées des structures
anatomiques de I’encéphale, ne sont alors pas réalisables et un repérage individuel a I'aide de cadre
de stéréotaxie modulable est nécessaire. D’autre part, il s’agit d’'une technique trés couteuse en
raison du matériel nécessaire.

Plusieurs systemes d’adaptation des techniques stéréotaxiques a I’espéce canine sont décrits
dans la littérature.

En 1987, un cadre stéréotaxique utilisé chez I'animal de laboratoire a été adapté a
I'utilisation du scanner dans I'espéce canine (Coffey, Lunsford 1987). Préalablement, ce dispositif
n’était pas radio-compatible et le repérage était effectué par des reperes externes et des atlas de
stéréotaxie.

En 1999, un cadre stéréotaxique avec guidage tomodensimétrique utilisé en médecine
humaine a été adapté a I'espéce canine (Koblik et al. 1999). Le systeme stéréotaxique Pelorus Mark
[l a été choisi pour plusieurs raisons. D’une part, le systeme de fixation au crane du patient est moins
lourd que pour d’autres systémes dans lesquels le cadre est uniquement adapté a la forme du crane
humain. D’autre part, avec le Pelorus Mark lll, les coordonnées sont reportées mécaniquement et
non par l'intermédiaire d’un logiciel. Ces deux points permettent un colt du systeme plus abordable
pour une utilisation et une adaptation a I'espéce canine. L’adaptation elle-méme est réalisée par une
rotation du systéme de 90° en raison de la différence d’orientation des cranes humains et canins,
avec transposition du systeme de coordonnées. D’autres modifications simples ont aussi été
effectuées comme I'ajout d’un anneau ajustable en plastique pour le maintien du crane. L'étude
réalisée sur 50 chiens montre une utilisation possible sur des chiens de taille variable (2 a 47 kg), avec
une précision de 3,5 mm +/- 1.6.

Dans le méme temps, une équipe de I'Ecole Nationale Vétérinaire de Maison-Alfort a
développé un cadre stéréotaxique spécifiquement pour I'espéce canine (Moissonnier et al. 1999). Le
prélevement est réalisé par guidage tomodensimétrique avec une précision de 2.9 mm +/- 1.08. Les
étapes de réalisation sont les suivantes : le chien est anesthésié et placé dans le cadre stéréotaxique
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pour la réalisation de 'examen tomodensimétrique ; la lecture et I'analyse de I'examen permettent
d’établir les coordonnées en trois dimensions de la masse, lesquelles sont reportées sur les
différentes unités de localisation du cadre stéréotaxique. Le chien est retiré du dispositif afin de
réaliser une simulation du prélevement. Une stérilisation du matériel est réalisée puis le chien est
repositionné pour la réalisation chirurgicale du prélevement. Sur 23 chiens concernés par I'étude, 22
prélevements ont été réalisés de maniere correcte tandis qu’une biopsie a manqué la cible (soit une
réussite de 95 %).

Il
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Figure 27 : Cadre stéréotaxique élaboré pour I'espéce canine
lllustration d’aprés « Moissonnier et al. 2002 »

A : Diagramme du cadre stéréotaxique
1: support, 2: cadre, 3: unité de localisation, 4: support du matériel de prélévement, 5 : repose-
mdchoire, A-H = repéres pour la graduation centimétrique

B : Réalisation de I'examen tomodensimétrique d’un chien placé dans I'appareil

Plus récemment, une étude clinique réalisée sur 26 chiens montre un taux de réussite
élevé (Rossmeisl et al. 2015): 94.6 % des biopsies ont permis de donner un diagnostic histologique.
Certaines biopsies n’ont pas pu amener a une conclusion car les prélévements avaient été réalisés
dans une zone de nécrose, de gliose ou dans du tissu nerveux sain. Cette étude faisait intervenir
selon les cas I'un ou l'autre des deux systémes stéréotaxiques disponibles (Dynatech Headframe ou
Virginia Tech Custom Headframe).

La biopsie stéréotaxique par guidage tomodensimétrique permet de réduire les
complications mais elles ne sont pas inexistantes (Moissonnier et al. 2002 : 27%, Rossmeisl et al.
2015 : 27 %). Sont rapportés : coma, troubles du rythme cardiaque, convulsions, augmentation des
signes neurologiques déja présents avant I'intervention, saignements abondants per-opératoires.
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3. Examen histologique

3.1. Prélevement et préparation
— Prélevement :

Deux types de prélevements sont possibles pour I’'examen histologique.

e Par biopsie, le spécimen est de petite taille. Le prélevement est réalisé avec une aiguille a
biopsie de 14 a 16 gauges (G). Ceci est intéressant lors d’une étape diagnostique
préalable a I'étape curative.

e Par exérése de la masse (chirurgicale ou lors de l'autopsie), la représentation est
compléte, permettant d’obtenir une plus grande certitude d’obtenir un diagnostic
définitif.

— Fixation :

Le prélevement est tout d’abord fixé par une solution qui fixe ou précipite les protéines. Une
solution de formaldéhyde est 'usage le plus courant.

— Coupe:

Une fois fixé, le tissu est placé dans un milieu dur afin de pouvoir en réaliser des coupes fines (5 a
6 um selon les études), avec un outil appelé microtome. Le milieu le plus fréquemment utilisé est
constitué par de la paraffine.

— Coloration :

Les différents colorants dans lesquels les coupes peuvent ensuite étre plongées impregnent les
différentes structures des cellules, permettant de les distinguer. Une coloration classique a
I’'hémalun-éosine (HE) peut étre utilisée. D’autres colorations sont utiles en fonction des situations

pour mettre en évidence des détails et composants cellulaires propres aux différentes cellules
nerveuses. Elles sont évoquées dans un paragraphe suivant.

3.2. Aspect histologique du tissu nerveux normal a ’lhémalun-éosine

La coloration la plus utilisée est la coloration a I’hémalun-éosine. Elle associe deux colorants :

— L’hémalun est un colorant qui donne une couleur violette aux structures acides, dites
« basophiles ». C'est le cas du noyau, des ribosomes libres et du réticulum endoplasmique
granuleux (RER). Dans le noyau, la chromatine (ADN enroulé autour de protéines) se colore
différemment selon son état : I'euchromatine, qui correspond a I’ADN en cours de transcription,
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est peu colorée tandis que I’hétérochromatine, qui correspond aux zones inactives, est trés
colorée. Ainsi, la coloration du noyau varie en fonction du type cellulaire et de son activité.

— L’éosine est un colorant acide qui donne une couleur rose aux structures basiques, dites
« éosinophiles ». C’'est le cas des mitochochondries et des grains de neurosécrétion (Stevens
1993b).

3.2.1. Aspect histologique dans la substance grise

La substance grise est constituée de corps cellulaires neuronaux, d’astrocytes
protoplasmiques, d’oligodendrocytes satellites et de quelques migrogliocytes (cf. 1.3.1. Substance
grise).

— Sur les préparations colorées a I’hémalun-éosine, les expansions cytoplasmiques des cellules du
SNC (neurones et cellules gliales) ne sont pas observables. Le fond de la préparation apparait
alors comme une substance fondamentale fibrillaire éosinophile, le neuropile (Young et al.
2010).

— Les corps cellulaires neuronaux ont une taille variable selon la région anatomique concernée. lls
présentent un noyau volumineux, basophile, avec de la chromatine dispersée et un nucléole bien
visible. Ces deux derniers signes marquent la forte activité nucléaire neuronale. Le cytoplasme
est visible, il est également basophile en raison de sa richesse en réticulum endoplasmique, avec
un aspect granuleux dd aux corps de Nissl (amas de RER), bien visibles dans les neurones de
grande taille mais peu apparents dans les petits neurones. Seul le départ des prolongements
cellulaires est visible, les expansions elles-mémes se perdent dans le neuropile. (Figure 28A).

— Les astrocytes protoplasmiques apparaissent uniquement sous la forme d’un noyau ovale, a la
chromatine pale et finement granulaire, avec un nucléole de petite taille ou non visible. Le
cytoplasme et les expansions cytoplasmiques n’apparaissent pas sur une préparation a I’hémalun

éosine. Les astrocytes protoplasmiques sont souvent situés a proximité des corps cellulaires
neuronaux, et sont également dispersés dans la substance grise (Figure 28B).

— Les oligodendrocytes satellites apparaissent par leur petit noyau sphérique sombre (chromatine
condensée), souvent entouré d’un halo blanc en raison de I'absence de coloration de leur
cytoplasme (fixation par immersion). Les expansions cytoplasmiques n’apparaissent pas. Les
oligodendrocytes de la substance grise sont situés autour des corps cellulaires neuronaux ou sont
dispersés (Figure 28B et C).

— Les microgliocytes apparaissent au repos sous la forme d’un petit noyau cunéiforme (coin,

virgule), le cytoplasme n’étant pas apparent. En situation saine, les microgliocytes sont répartis
de facon éparse dans la substance grise (Figure 28D).
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Figure 28 : Aspect histologique a I’hémalun-éosine de la substance grise

A : HE, X 1200, illustration issue de « Young et al. 2010 ».
B-D : HE, x554, illustrations issues de « Garman 2011 ».

A: Aspect histologique d’un neurone de taille intermédiaire a grande : le noyau présente un nucléole
bien visible et de la chromatine décondensée, le cytoplasme est riche en granulations basophiles
(corps de Nissl). Le départ des expansions cytoplasmiques est visible (D : dendrite ; A : axone).

B : Les astrocytes (fleche) apparaissent sous la forme d’un noyau nu finement granulaire avec un
nucléole indistinct. Les oligodendrocytes (téte de fleche) ont un petit noyau rond et sombre. Le
neuropile apparait comme un fond éosinophile qui contient les expansions cellulaires des neurones
et des cellules gliales.

C : Aspect histologique des oligodendrocytes satellites, cortex cérébral de rat : les fleches indiquent
guatre oligodendrocytes. Ces cellules ont un petit noyau rond et sombre.

D : Dans le neuropile coloré en hémalun-éosine, les cellules microgliales sont observées en petit
nombre (fleche noire) en conditions physiologiques.
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Figure 29 : Variation de la morphologie neuronale en fonction du territoire neuroanatomique

prélevé

A : HE, illustration issue de « Zachary 2012 ».
B et C: HE, x277, illustrations issues de « Garman 2011 ».

La morphologie des neurones, en particulier leur taille, varie dans le tissu cérébral. Ceci permet la
reconnaissance du territoire neuroanatomique observé lors de I'examen histologique.

Le cortex cérébelleux (A) présente a la fois des neurones de trés grande taille, les cellules de Purkinje
(fleche), avec toutes les caractéristiques précitées, ainsi que des neurones de tres petites tailles dans
la couche granulaire, avec un aspect de lymphocytes (taille, noyau rond sombre, peu de cytoplasme).

De méme, dans le bulbe olfactif (B), une couche fine de neurones de grande taille (cellule mitrale,
fleche) voisine une couche épaisse de neurones granulaires.

A l'inverse, le noyau cochléaire (C) contient une couche importante de neurones de grande taille
coiffée par une couche de petits neurones.
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3.2.2. Aspect histologique dans la substance blanche

La substance blanche est constituée de faisceaux d’axones, d’oligodendrocytes interfasciculaires,
d’astrocytes fibreux et de migrogliocytes (cf. 1.3.2. Substance blanche). Les faisceaux d’axones
apparaissent comme des lignes ou des disques éosinophiles selon leur coupe, les plus gros sont
entourés par un manchon blanc car les lipides de leur gaine de myéline sont dissous par le procédé
de préparation. Les cellules gliales apparaissent toujours uniquement par leur noyau, les expansions
cytoplasmiques ne sont pas visibles a I’hémalun-éosine. Les oligodendrocytes interfasciculaires sont
les cellules gliales les plus abondantes de la substance blanche et sont situés alignés entre les fibres

nerveuses.
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Figure 30 : Aspect histologique a I’hémalun-éosine de la substance blanche

A: Aspect histologique dans la substance blanche, encéphale de chien: les oligodendrocytes
interfasciculaires apparaissent souvent avec un halo périnucléaire, produisant un aspect typique
qualifié d’ « ceuf au plat », lorsque le préléevement tissulaire a été fixé par immersion -HE, x 554,
Hllustration issue de « Garman 2011 ».

B : Aspect histologique dans la substance blanche : les oligodendrocytes interfasciculaires sont
alignés entre les fibres nerveuses. Ce sont les cellules gliales les plus nombreuses de la substance
blanche — HE, lllustration issue de « Zachary 2012 ».
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3.3. Autres colorations et techniques de préparation

La coloration a I'hémalun-éosine permet la mise en évidence des noyaux, des corps
cellulaires et des constituants cytoplasmiques mais présente des limites dans I'étude histologique du
systeme nerveux central. En particulier, elle ne permet pas d’observer les expansions cytoplasmiques
cellulaires : les dendrites et axones des neurones ne peuvent étre facilement étudiés et la
reconnaissance des cellules gliales est parfois difficile. D’autres types de coloration et techniques de
préparation existent.

— Certaines colorations permettent la mise en évidence d’'un élément spécifique de la cellule. Par
exemple, la coloration de Nissl, également appelée coloration au Crésyl violet, met en jeu un
colorant basophile qui colore particulierement en bleu-violet le noyau du neurone et son corps
de Nissl (coloration de I’ARN) (Young et al. 2010).

— Les techniques d’'imprégnation par des métaux lourds (par exemple a l'or, Figure 31A)
permettent la mise en évidence des axones et dendrites. Elles ont surtout été utilisées en neuro-
anatomie pour la compréhension de la morphologie des neurones (Young et al. 2010).

— Des techniques de mise en évidence de la myéline, dissoute lors des techniques de fixation et de
coloration habituelles, existent. C'est le cas par exemple de la coloration par la cyanine
monochrome (Figure 31B).

— Enfin, les techniques d’'immunohistochimie sont trés utiles, notamment dans I'étude des
maladies du systeme nerveux central. Elles utilisent des anticorps dirigées contre des protéines
spécifiques d’un type cellulaire.

o Concernant les neurones, plusieurs marqueurs histochimiques existent (Garman 2011).
On peut citer la protéine des neurofilaments. Le réseau complexe des expansions
cytoplasmiques d’une région du cerveau sera alors observable.

o Les oligodendrocytes et la myéline sont mis en évidence par l'utilisation d’anticorps
dirigés contre des protéines associées a la myéline, par exemple, la protéine basique de
la myéline (Garman 2011).

o La coloration immunochimique de la protéine gliale fibrillaire acide (GFAP, Figure 31C)
permet de mettre en évidence les astrocytes. Il s’agit d'une protéine spécifique des
filaments intermédiaires de ces cellules. Elle est tres présente dans les astrocytes fibreux,
pour lesquels on peut observer des prolongements peu nombreux et rectilignes, et elle
est moins abondante dans les astrocytes protoplasmiques, pour lesquels on peut
observer des prolongements nombreux, courts et trés ramifiés (Young et al. 2010;
Garman 2011).

o Concernant les microgliocytes, I'immunohistochimie est la meilleure technique pour les
observer (Figure 31D).
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Figure 31 : Quelques exemples de préparations histologiques

A : Préparation a I'or, contre-coloration au bleu de toluidine, x 600 : la morphologie des neurones
et leurs expansions cytoplasmiques est bien visible. La contre-coloration bleu révéle les noyaux
des cellules gliales environnantes - lllustration issue de « Young et al. 2010 ».

B : Substance blanche, coupe transversale, coloration a la cyanine monochrome, x480 : chaque
structure annulaire est une gaine de myéline entourant un axone, invisible a ce grossissement. —
HE, illustration issue de « Young et al. 2010 ».

C: Coloration immunohistochimique de la GFAP, x 400 : les astrocytes et leur forme étoilée
caractéristique sont mis en évidence par ce type de préparation. — HE, illustration issue de
« Young et al. 2010 ».

D : Coloration immunohistochimique dirigée contre lba 1 (ionized calcium-binding adaptator
molecule 1), x 277 : cette préparation permet la mise en évidence des microgliocytes — HE,
illustration issue de « Young et al. 2010 ».
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3.4. Aspect histologique des lésions élémentaires du tissu nerveux

Il ne s’agit pas ici d’établir un recueil exhaustif des Iésions histologiques de I'encéphale mais
de comprendre comment sont détectées des situations pathologiques au travers de quelques
exemples.

3.4.1. Lésions du neurone

Les lésions du neurone peuvent concerner le corps cellulaire (neuronopathies), I'axone
(axonopathie) ou la gaine de myéline (myélinopathie).

Les neurones sont les cellules les plus fragiles du systéme nerveux central. En particulier, ils
sont trés sensibles aux situations ischémiques, hypoxiques, hypoglycémiques... On peut alors
observer des phénomeénes de nécrose neuronale, dans laquelle le corps cellulaire apparait rétracté,
angulaire a triangulaire, éosinophile, avec disparition des corps de Nissl; le noyau apparait
également réduit en taille, souvent triangulaire et pycnotique, avec disparition du nucléole (Figure
32A).

Lorsque l'axone est atteint, la partie distale a la lésion subit une désintégration
(dégénérescence Wallérienne) : I'axone apparait d’abord dilaté et éosinophile puis se fragmente. Il
est phagocyté avec sa gaine de myéline par des microgliocytes et des astrocytes. En parallele, le
corps présente un phénomeéne de chromatolyse centrale: le noyau est excentrique, le corps
cellulaire est dilaté, aux bords arrondis, les corps de Nissl quitte la zone centrale du cytoplasme pour
se mettre en périphérie (Figure 32B).

3.4.2. Réactions gliales

Lors de lésions du systéeme nerveux central et d’atteinte neuronale, les cellules gliales
réagissent selon un répertoire assez simple.

En cas de perturbation du soma ou du micro-environnement neuronal, les cellules gliales
proliferent et s’hypertrophient a sa périphérie selon un phénoméne appelé la « satellitose » : elle
concerne particulierement les oligodendrocytes, mais pas seulement.

Lors de nécrose neuronale, un processus de neuronophagie se met en place par les
microgliocytes : des nodules de microgliocytes phagocytaires se forment autour du neurone
concerné. Les microgliocytes activés ont un cytoplasme apparent avec un noyau rond, ou bien
apparaissent sous la forme d’un noyau en batonnet ou bien encore ont un cytoplasme spumeux
(vacuoles lipidiques), témoignant de I'activité phagocytaire (Figure 32D).

Lors de Iésions du systeme nerveux central, les astrocytes proliferent et leurs prolongements
cellulaires également selon un phénomeéne d’astrogliose (Figure 32C). Contrairement aux
fibroblastes, les astrocytes ne produisent pas de collagéne, ce sont les prolongements
cytoplasmiques, enrichis en GFAP, qui comblent les espaces lésionnels et forment des cicatrices
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gliales. Lorsque les astrocytes sont réactionnels, ils sont appelés astrocytes gémistocytiques et

apparaissent avec un cytoplasme renflé et éosinophile, et sont parfois bi-nucléés.
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Figure 32 : Quelques exemples de lésions du tissu nerveux

A: Nécrose neuronal aiglie, cerveau de chien: les corps cellulaires neuronaux (fleches)
apparaissent rétractés, triangulaires, avec un noyau contracté et dense — HE, illustration issue de
« Zachary 2012 ».

B : Chromatolyse centrale, chien : les neurones ont un noyau excentré, un cytoplasme pale au
centre, les corps de Nissl (fleches) sont dispersés — HE, lllustration issue de « Zachary 2012 ».

C : Astrogliose, hippocampe de rat, immunohistochimie (GFAP) : les astrocytes ont des processus
épais - lllustration issue de « Garman 2011 ».

D : Présence de macrophages spumeux lors d’un infarct cérébral de 72 heures
Hlustration issue de « NTP Non neoplasic lésion - brain necrosis ».
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4.  Données actuelles en cytologie cérébrale

La littérature est encore assez pauvre en données concernant la cytologie cérébrale du chien.

La réussite d’'un examen cytologique de n’importe quel organe dépend de la bonne
réalisation de trois étapes. La premiere est |'obtention d’un spécimen représentatif suivi de son
étalement immédiat sur une lame. La seconde est la réalisation d’une coloration appropriée et la
troisieme est I'observation au microscope (Meyer et al. 2015).

4.1. Prélevement et étalement
Plusieurs types de préparation sont possibles pour la réalisation d’un examen cytologique de
tissu nerveux : cytoponction a l'aiguille fine ; technique dite par écrasement (« squash preparation »)

d’une biopsie (De Lorenzi, Mandara 2010) ; calque par impression.

— Cytoponction a 'aiguille fine : (Platt et al. 2002)

La cytoponction nécessite une aiguille fine, avec un biseau long pour permettre le carottage
du tissu: I'aiguille de 22G hypodermique est la plus classiguement utilisée (Meyer et al. 2015;
Layssol-Lamour 2014; Platt et al. 2002). Deux techniques de cytoponction existent : par aspiration et
par carottage. La technique par aspiration est décrite pour le tissu cérébral (Platt et al. 2002). Elle se
réalise par I'introduction de I'aiguille montée sur une seringue dans le tissu. Du vide est appliqué lors
du prélevement. Plusieurs prélevements sont réalisés pour augmenter la représentativité. La
technique par carottage n’est pas décrite pour I'encéphale. Dans cette technique, du vide n’est pas
exercé par la seringue, le matériel est prélevé dans I'aiguille par capillarité lors de mouvements de
va-et-vient.

L'étalement sur la lame doit étre consécutif au préléevement. La procédure d’étalement est
illustrée par la Figure 33. Le contenu est placé sur une (ou plusieurs selon la quantité) lame propre et
seche (A). Une deuxiéme lame, perpendiculaire a la premiére, permet I'étalement du matériel (B)
dans le but d’obtenir une zone contenant une seule couche de cellules. La lame (C) doit ensuite étre
séchée en vue des étapes suivantes, réalisées au laboratoire.

Cette technique de prélevement permet de réduire le taux de complication par rapport aux
biopsies par réduction de la taille de I'aiguille (Silverman et al. 1986 : débat en médecine humaine) et
est particulierement indiquée pour les lésions cérébrales situées en profondeur (Platt et al. 2002).

A B C

° <« o »

Figure 33 : Procédure d’étalement d’un prélevement cytologique sur une lame
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— Technigue par écrasement (« squash préparation »): (De Lorenzi, Mandara 2010; Long et al.
2002; Vernau et al. 2001; De Lorenzi et al. 2006)

La technique par écrasement se réalise a partir d’'une biopsie cérébrale. La réalisation de
cette technique est décrite sur la Figure 34 : un petit fragment de tissu de la biopsie cérébrale est
retiré a I'aide d’un scalpel (A) puis placé sur une lame (B). Une deuxieme lame vient écraser le
prélevement (C) et glisse le long de la premiere pour I'étaler (D).

Cette technique présente |'avantage d’utiliser les mémes fragments que ceux qui seront
utilisés pour le diagnostic final histologique. Ceci permet de limiter le nombre de prélevements et
d’évaluer rapidement leur qualité (valeur diagnostique). De plus, bien qu’il ne s’agisse pas d’une
préparation histologique, I'architecture du prélévement est un peu gardée (Long et al. 2002).

Figure 34 : Technique par écrasement (« Squash prep technique »)
Illustration issue de « De Lorenzi, Mandara 2010 »

— Technigue de calque par impression : (Long et al. 2002)

La technique de calque par impression se réalise en appliquant une piece de biopsie contre une
lame porte-objet. Son utilisation en cytologie cérébrale est discutée, en particulier, il est montré que
la fréquence de lames ne permettant pas d’établir un diagnostic est plus élevée qu’avec une
technique par écrasement (Long et al. 2002).
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4.2. Coloration

Dans la littérature, plusieurs colorations sont utilisées pour la préparation de lames
cytologiques a partir de I’encéphale. Les critéres de choix d’une coloration dans ce contexte sont sa
rapidité de mise en ceuvre, sa facilité d’exécution et la qualité dans le détail des structures cellulaires.

L’évaluation de plusieurs types de coloration (Long et al. 2002) a montré une équivalence
dans la précision du diagnostic lors de I'utilisation des colorations de Wright modifiée et de May
Grunwald Giemsa (MGG) tandis que la coloration au Bleu de Toluidine, utilisée couramment en
neuropathologie humaine, apparaissait moins précise. Les auteurs étant moins familiers avec ce
dernier type de coloration et le nombre de spécimens examinés étant faibles (11 cas), il ressort de
ces résultats I'importance de I'utilisation de la coloration avec laquelle le cytologiste en charge des
lames est le plus familier. Ceci constitue un autre critére de choix du type de coloration.

Quelques types de coloration mettant en évidence les détails cytoplasmiques sont exposés
ci-dessous :

— Coloration au May-Grunwald-Giemsa :

Il s’agit d’'une coloration polychromatique. Les structures éosinophiles sont colorées en rose par
I’éosine, les structures basophiles en bleu ou violet par le bleu de méthyléne et les structures
azurophiles en rouge par I'azur de méthylene.

— Coloration de Wright modifiée :

Elle contient un colorant pour les structures basophiles, le bleu de méthyléne et un colorant pour
les structures éosinophiles, I'éosine.

— Coloration au Bleu de Toluidine :

La fixation ici ne doit pas étre effectuée a I'air mais doit étre réalisée immédiatement par de
I’éthanol a 95 % (Long et al. 2002).

Le bleu de toluidine est basique : il présente une affinité pour les structures basophiles comme
les acides nucléiques. Cette coloration est dite métachromatique car la couleur varie en fonction des
éléments cellulaires fixés : certains restent de la couleur du colorant (bleu) tandis que d’autres
prennent des teintes violet ou rouge. Elle met en évidence les détails nucléaires et permet de colorer
les prolongements astrocytaires.
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4.3. Aspect cytologique du tissu nerveux normal

La littérature est tres pauvre concernant I'aspect cytologique normal du tissu nerveux du chien
(De Lorenzi, Mandara 2010). Pourtant, la connaissance de I'aspect cytologique normal de I’encéphale
est un préalable important a I'établissement d’un diagnostic exact.

Un étalement d’encéphale montre un fond constitué par le neuropile ainsi que les cellules du
systeme nerveux central, qu’il n’est pas toujours aisé de reconnaitre (Figure 35A).

Le neuropile est particulierement visible: il est de couleur bleue violette sur une coloration au
May Grunwald Giemsa et présente un aspect spumeux. Ces caractéristiques sont rarement
maintenues en cas de lésions.

Les neurones sont représentés par leur corps cellulaire, les expansions cytoplasmiques ne sont
pas évaluables par la coloration au May Grunwald Giemsa et font partie du neuropile. Le corps
cellulaire est de forme angulaire. Il présente un cytoplasme abondant et granuleux (coloration des
corps de Nissl), masquant parfois le noyau (Figure 35B). Celui-ci, de méme qu’en histologie, est
volumineux, central et présente un nucléole bien visible.

La plupart des cellules gliales sont représentées uniquement par leur noyau, leur cytoplasme
n’est pas visible sur une coloration au May Grunwald Giemsa et leurs expansions font partie du
neuropile. Les astrocytes apparaissent sous la forme d’un noyau ovale de 7 a 10 um (Figure 35C).
Cette taille augmente et s’accompagne d’une prolifération astrocytaire en cas d’astrogliose. Les
oligodendrocytes apparaissent sous la forme d’un noyau rond, plus petits que les astrocytes, de 5a 7
um (Figure 35D). Les phénoménes de satellitose sont visibles sur une préparation cytologique. Les
microgliocytes apparaissent sous la forme d’'un petit noyau allongé (« rod cell »). En cas de
phagocytose, leur cytoplasme spumeux est visible (Figure 35E). Les cellules épendymaires et les
cellules des plexus choroides ne sont pas différentiables sur une préparation cytologique. Elles sont
observées en amas de cellules cubiques au noyau central, petit et rond (Figure 35F).

Par nature, I'architecture du tissu prélevé est perdue sur une préparation cytologique qui permet
I’examen des cellules. Cependant, certaines zones ont une composition cellulaire caractéristique qui
permet de les reconnaitre : c’est le cas du cortex cérébelleux. On peut reconnaitre la couche
granulaire par son importante cellularité en petits neurones au noyau hyperchromatique et on peut
apercevoir des cellules de Purkinje, grand neurone avec un unique axone dont on peut observer le
départ. Une mauvaise connaissance de |'aspect cytologique normal du cerveau peut conduire a
I'interprétation erronée de la présence d’'une tumeur lymphoide par confusion avec la couche
granulaire.
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Figure 35 : Aspect cytologique du tissu nerveux normal

lllustrations issues de De Lorenzi, Mandara 2010.

A: Wright, immersion. Noter I'aspect spumeux du neuropile.

B-F: MGG, immersion.

B : Cellule de Purkinje. Ce neurone de grande taille, avec le départ de son unique axone, est situé
dans le cortex cérébelleux. Les granules cytoplasmiques correspondent aux corps de Nissl et
masquent partiellement le noyau.

C : Astrocytes apparaissant sous la forme d’un noyau ovale a c6té des neurones.

D : Oligodendrocyte apparaissant sous la forme d’un noyau rond a c6té d’un neurone.

E : Microgliocyte spumeux périvasculaire.

F : Cellules épendymaires ou cellules des plexus choroides.

61



4.4, Modifications pathologiques mises en évidence par cytologie

L'examen cytologique permet la mise en évidence du processus pathologique en cause. Il
distingue un prélevement normal, une lésion inflammatoire et une Iésion tumorale avec bonne
corrélation avec le diagnostic histologique selon différentes études (Long et al. 2002 : 10 chiens, 81
% ; Platt et al. 2002 : 10 chiens, 100 % ; De Lorenzi et al. 2006 : 33 chiens, 90%).

Un deuxieme niveau diagnostic permet de préciser la nature des lésions. Les Iésions
inflammatoires (inflammation, kystes, granulomes) sont différenciées des lésions tumorales
neuroépithéliales, mésenchymateuses, épithéliales ou a cellules rondes.

La performance du diagnostic cytologique a ce niveau est variable selon les études, dans
lesquelles la corrélation entre la cytologie et I’histologie est variable (Long et al. 2002 : 10 chiens, 50
% ; Vernau et al. 2001 : 80 chiens, 80% ; Moissonnier et al. 2002 : 23 chiens, 69% ; Platt et al. 2002 :
10 chiens, 50%) . Ceci peut étre expliqué par une différence d’expérience du cytologiste en charge
des lames. Plusieurs types de |ésions sont souvent sources d’erreur a I'examen cytologique. Quelques
exemples peuvent étre donnés :

— Les lésions inflammatoires réactionnelles peuvent étre confondues avec une lésion tumorale
(gliose confondue avec astrocytome de bas-grade) (Long et al. 2002).

— Les tumeurs épendymaires et des plexus choroides peuvent étre confondues avec un
adénocarcinome : cellules épithélioides, rondes a polygonales, au cytoplasme bien défini, avec
un noyau rond et un nucléole bien visible, arrangées par fragments d’allures glandulaires sont les
caractéristiques communes de ces deux types de tumeurs. L'historique du patient est alors a
considérer avec attention, en particulier la présence d’une tumeur primitive connue (De Lorenzi
et al. 2006).

4.5. Intéréts et limites de I’examen cytologique

L’examen cytologique est une premiere étape du diagnostic microscopique, réalisé pendant le
temps chirurgical, et doit étre confirmé et complété par I'examen histologique de laboratoire. Ses
avantages sont sa rapidité, sa facilité de mise en ceuvre, avec un équipement réduit, et une bonne
qualité d’observation de I’échantillon. Il posséde plusieurs limites qu’il faut garder en téte pour bien
utiliser cet examen complémentaire. Certaines tumeurs, de consistance ferme ou fibreuse, ne se
prétent pas aux préparations cytologiques (Vernau et al. 2001; Long et al. 2002). De plus, I'examen
cytologique nécessite une grande expérience et connaissance du tissu nerveux normal de la part du
cytologiste en charge de I'examen des lames, or la cytologie cérébrale est peu développée. En effet,
des erreurs d’interprétation peuvent étre faites a cause des caractéristiques cytologiques cérébrales
particulieres en fonction de la localisation et a cause de la faible quantité de matiére examinée lors
d’un examen cytologique.
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5.  Aspect histologique et cytologique des gliomes diffus canins

5.1. Définition et enjeux

L'incidence des tumeurs cérébrales chez le Chien est de 14,5 a 20 pour 100 000 individus, la
prévalence est comprise entre 2 et 4,5 % selon les études (Snyder et al. 2006; Song et al. 2013).
Parmi ces tumeurs cérébrales, 36,6 % sont des gliomes, soit une prévalence de 1% chez les chiens de
plus d’un an.

Il existe une classification OMS (Organisation Mondiale de la Santé) des tumeurs du systéme
nerveux central pour I'espéce canine, mais elle n’a pas été mise a jour depuis 1999 (Koestner et al.
1999). En pratique, c’est donc généralement la classification OMS de 'Homme qui est utilisée. Les
gliomes correspondent a I'ensemble des tumeurs dérivées de la glie. lls sont subdivisés selon le type
de cellule gliale duquel ils sont supposés provenir, ce qui permet de distinguer les tumeurs
astrocytaires, oligodendrogliales, oligoastrocytaires, épendymaires et celles des plexus choroides
(Louis, Ohgaki, Wiestler, Cavenee 2007). Chacun de ces types tumoraux est ensuite de nouveau
divisé en grades selon le degré de malignité, les bas-grades (OMS | et Il) étant des tumeurs de faible
agressivité et les haut-grades (OMS lll et IV) des tumeurs infiltrantes et de mauvais pronostic.

Parmi les gliomes, une sous-catégorie est désignée sous les termes de « gliomes diffus » qui
regroupent les astrocytomes de grade I, de grade Ill, de grade IV (i.e. glioblastome), les
oligodendrogliomes de grade Il et lll, et les oligoastrocytomes de grade Il et Ill. Seuls les critéres
histologiques sont utilisés pour pouvoir différencier les gliomes diffus du Chien dans la mesure ou les
criteres moléculaires utilisés dans la classification OMS 2016 (Tableau 4) - co-délétion 1p19q,
mutation IDH1 et IDH2, mutation ATRx - ne sont pas applicables aux gliomes canins.

Les gliomes diffus du Chien ressemblent fortement aux gliomes diffus de I’'Homme en termes
d’aspect macroscopique, microscopique, d’infiltration et de néo-angiogenese tumorale. Depuis
qguelques années, l'utilisation du Chien spontanément atteint de gliomes diffus comme modele
d’étude pour I'Homme apparait comme une perspective pertinente pour tester de nouvelles
stratégies thérapeutiques. En effet, les gliomes diffus chez I’'Homme sont associés a un mauvais
pronostic malgré un traitement multimodal; la prise en charge thérapeutique permettant
d’améliorer le pronostic de ce type de tumeurs continue donc a faire I'objet de recherche.

L'utilisation du Chien comme modele d’étude implique I'inclusion de patients canins atteints
de gliomes dans des projets de recherche clinique visant a évaluer I'efficacité de nouveaux
traitements, ce qui nécessite forcément une analyse histologique de la masse tumorale préalable. Du
fait de la difficulté a obtenir des prélévements de tumeurs cérébrales du vivant de I’animal, les
études qui se sont attachées a I'analyse histologique des gliomes chez le Chien se sont basées sur des
examens microscopiques de fragments obtenus en post-mortem.
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Tableau 4 : Classification OMS 2016 des gliomes (chez ’Homme)

Tableau établi d’apres les informations issues de « Louis et al. 2016 »

Entité : Grade :
Groupe . . NN
- Histologie - Trait génétique | 1] v
IDH-mutant X
Astrocytome diffus IDH-sauvage X
NOS X
IDH-mutant X
Astrocytome
. IDH-sauvage X
anaplasique
NOS X
IDH-mutant X
Glioblastome IDH-sauvage X
NOS X
Gliome diffus de la
. . H3K27M-mutant X
ligne médiane
IDH-mutant et X
Tumeurs astrocytaires et Oligodendrogliome 1p/19q codélété
oligodendrogliales diffuses NOS X
X i IDH-mutant et X
Oligodendrogliome L
. 1p/19q codélété
anaplasique
NOS X
Oligoastrocytome NOS X
Oligoastrocytome
& . i NOS X
anaplasique
Astrocytome pilocytique X
Astrocytome sous épendymaire a cellules
géantes
. Xanthoastrocytome pléomorphique X
Autres tumeurs astrocytaires , .
Xanthoastrocytome pléomorphique X
anaplasique
Subépendymome X
Ependymome myxopapillaire X
Ependymome X
Ependymomes Ependymome RELA fusion-positive X X
Ependydmome anaplasique X
. Gliome angiocentrique X
Autres gliomes . . eme .
Gliome choroide du 3™ ventricule X
Papillome des plexus choroides X
. Papillome atypique des plexus choroides X
Tumeurs des plexus choroides . .
Carcinome des plexus choroides X

NOS : Not Otherwise Specified, le profil moléculaire n’a pas pu étre établi. Cases colorées en vert, orange et
violet : tumeurs respectivement classées dans les tumeurs astrocytaires, oligodendrocytaires et gliomes

mixtes selon la classification de 2007. Les variants ne sont pas mentionnés dans ce tableau.
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5.2. Caractéristiques histologiques des gliomes diffus canins
5.2.1. Astrocytomes diffus et anaplasiques

Les astrocytomes diffus sont des tumeurs cérébrales de grade Il, qui évoluent souvent en
astrocytomes anaplasiques (grade IIl) puis en glioblastome (grade V).

D’un point de vue histopathologique, les astrocytomes diffus sont des proliférations
tumorales dont la densité cellulaire est modérément augmentée, composées d’astrocytes bien
différenciés. Des atypies nucléaires sont parfois présentes, les figures de mitose sont tres rares. Les
astrocytes tumoraux sont reconnaissables par un noyau de taille augmenté, excentré dans un
cytoplasme qui devient visible (éosinophile). Le neuropile est modifié : il apparait non structuré et
parfois microcystique. Il n’est jamais observé de nécrose ou de prolifération microvasculaire. C'est
I"augmentation du nombre et surtout la monotonie de la morphologie des astrocytes, sur un fond
microcystique, qui permet de reconnaitre la Iésion néoplasique, en particulier de la différencier d’une
|ésion réactionnelle.

Les astrocytomes anaplasiques (grade llll) se différencient des astrocytomes diffus par une
densité cellulaire plus élevée, des atypies cyto-nucléaires plus marquées et la présence de
prolifération microvasculaire.

5.2.2. Oligodendrogliomes et oligodendrogliomes anaplasiques

Les oligodendrogliomes sont des tumeurs cérébrales de grade Il qui peuvent évoluer en
oligodendrogliome anaplasique (grade Il1).

D’un point de vue histopathologique, les oligodendrogliomes sont des proliférations
tumorales de densité cellulaire modérée. Les oligodendrocytes néoplasiques apparaissent avec un
noyau rond hyperchromatique, de taille un peu plus importante que ceux d’oligodendrocytes
normaux. De maniére artéfactuelle sur une préparation histologique, la membrane cytoplasmique
est bien visible autour d’un cytoplasme clair. Cette architecture est caractéristique et porte le nom
de « nid d’abeille ».

Les oligodendrogliomes anaplasiques présentent en plus une densité cellulaire plus marquée,
des figures de mitose fréquentes et des aires de microcalcification. La microvascularisation est
souvent trés marquée (davantage que sur un oligodendrogliome) et des aires de nécrose sont
visibles. Des astrocytes gémistocytiques sont fréquents dans les oligodendrogliomes anaplasiques.

5.2.3. Glioblastomes

Les glioblastomes sont des tumeurs cérébrales astrocytaires de grade 1V, qui se développent
de novo ou suite a la transformation maligne d’un astrocytome de plus bas grade. Les traits communs
sont la forte densité cellulaire de la tumeur, avec infiltration du tissu sain adjacent, composée
d’astrocytes peu différenciés, avec de nombreuses atypies cyto-nucléaires et une activité mitotique
intense. En outre, ils sont caractérisés par la présence d’une hyperplasie microvasculaire. Les zones
de nécrose entourées de cellules tumorales arrangées en pseudo-palissade sont caractéristiques du
glioblastome.
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5.2.4. Oligoastrocytomes et oligoastrocytomes anaplasiques
Les oligoastrocytomes sont des proliférations tumorales composées de deux populations

cellulaires néoplasiques distinctes : les astrocytes et les oligodendrocytes. Les caractéristiques des
astrocytomes et oligodendrogliomes, décrites précédemment, se retrouvent dans ces tumeurs.

La figure ci-aprés illustre la description histologique des gliomes diffus du Chien.
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Figure 36 : Aspect histologique des gliomes diffus du Chien
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A : Astocytome de grade Il. Prolifération d’astrocytes tumoraux sans hyperplasie microvasculaire ni
zone de nécrose — lllustration issue de « Bentley et al. 2013 ».

B : Astrocytome de grade Ill caractérisé par une cellularité, des atypies cyto-nucléaires et une
activité mitotique importantes - lllustration issue de « Stoica et al. 2004 ».

C — F : lllustrations issues de « Fernandez et al. 2016 ».

C : Oligodendrogliome de grade Il démontrant une architecture dite « en nid d’abeille », cet aspect
caractéristique provient d’'un agencement compact des oligodendrocytes, cellules polyédriques au
cytoplasme clair disposé en anneau autour d’un noyau hyperchromatique et délimité par une
membrane plasmique éosinophile.

D : Oligodendrogliome de grade Ill démontrant une architecture solide. Les oligodendrocytes, bien
que reconnaissables par leur aspect rond a polyédrique, présentent une anisocytose et une
anisocaryose marquées.

E : Glioblastome (astrocytome de grade 1V) : 'agencement des cellules tumorales en palissades
autour d’un foyer de nécrose fait partie des caractéristiques de cette tumeur.

F : Oligoastrocytome anaplasique démontrant deux populations cellulaires : une représentée par

des cellules rondes avec un cytoplasme éosinophile mal délimité (oligodendrocytes, téte de fleche)
et une seconde par des cellules allongées (astrocytes, fleche).
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5.3. Caractéristiques cytologiques des gliomes diffus canins
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Figure 37 : Aspect cytologique des gliomes diffus du Chien

A, C, D : lllustrations issues de « Vernau et al. 2001 ».
E : lllustrations issues de « De Lorenzi, Mandara 2010 ».

A: HE, «squash preparation ». Oligodendrogliome. Prolifération d’oligodendrocytes tumoraux,
apparaissant sous la forme de petits noyaux ronds (basophiles), marqués par une anisocaryose
discréte et contenant une chromatine granulaire, entourés d’un cytoplasme (éosinophile) mince aux
bords non définis. Sur une préparation cytologique, il est a noter que I'aspect en « nid d’abeille» di
au halo cytoplasmique n’apparait pas.
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B : Wright-Giemsa, a 'immersion, aspiration. Oligodendrogliome. Ici, les oligodendrocytes tumoraux
apparaissent sous la forme d’un noyau de grande taille avec un halo clair périphérique.

C : HE, «squash preparation ». Oligodendrogliome anaplasique. Les oligodendrocytes tumoraux
présentent une anisocytose et une anisocaryose marquées. Les cellules de taille importante
présentent un cytoplasme abondant.

D: HE, « squash preparation ». Astrocytome. Prolifération d’astrocytes tumoraux, reconnaissables
par leur noyau allongé. Anisocaryose modérée.

E : MGG, a 'immersion, « squash preparation ». Astrocytome. Prolifération d’astrocytes présentant

des ressemblances avec les astrocytes réactionnels : cytoplasme renflé, basophile avec un noyau
excentré.
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Synthese :

Le diagnostic de certitude concernant la nature d’une masse intracranienne détectée par
imagerie médicale nécessite la réalisation d’un prélevement en vue de son examen microscopique.
L'abord de I'encéphale par craniotomie et la réalisation d’une biopsie a main levée est possible lors
de masses superficielles mais présente trés vite des limites dés que la Iésion est peu accessible. En
médecine humaine, les techniques de biopsies stéréotaxiques par guidage tomodensimétrique ou par
IRM sont la norme. Dans I'espéce canine, plusieurs études ont contribué a leur adaptation mais elles
restent difficiles d’accés et présentent un colt trés élevé. Il a été démontré que le guidage
échographique est utilisable, a la fois en médecine humaine et en médecine canine. Il est utilisé en
médecine humaine, en particulier chez lI'enfant. Il s’agit d’une technique adaptive et sire
(visualisation des structures en temps réel). L’abord chirurgical peut étre par craniotomie ou par
trépanation.

L’examen histologique sur piece d’exérese est I'examen de référence pour I’établissement du
diagnostic définitif, tant en médecine vétérinaire qu’en médecine humaine. L'examen histologique
sur pieces de biopsies est également validé. L'examen cytologique a démontré sa validité et son
intérét en médecine humaine ou il est utilisé pour une préparation, une lecture et une premiere
interprétation pendant le temps opératoire. En médecine vétérinaire, la pratique de I'examen
cytologique a fait I'objet de plusieurs études qui tendent également a sa validation, pour les uns
comme une alternative a I'histologie, pour les autres comme une étape complémentaire préalable a
I’examen histologique.

Comme on le voit ici, I'’étude de I'histologie et de I’histologie cérébrale canine s’appuie sur les
connaissances acquises en neuropathologie humaine. Réciproquement, le Chien présente des gliomes
spontanés et apparait depuis plusieurs années comme un modele animal adapté pour I'étude des
gliomes humains. La premiere étape indispensable au recrutement et a la prise en charge de patients
canins est la mise en place des outils d'imagerie médicale et microscopiques chez le chien sain. La
partie expérimentale de cette these s’inscrit dans cet objectif. Il s’agit d’'une étude de faisabilité qui
vise a évaluer la qualité du matériel tissulaire et cellulaire issu de biopsies et cytoponctions
échoguidées d’encéphale de Chien sain.
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PARTIE EXPERIMENTALE
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Objectifs et contexte

Lors de tumeurs cérébrales chez le Chien, I'imagerie (scanner TDM et Imagerie par Résonance
Magnétique) se révele insuffisante pour obtenir un diagnostic de certitude quant au type et au
grade. La réalisation d’une biopsie et/ou d’une cytoponction de la tumeur s’avére alors nécessaire ;
cet acte reste cependant marginal car il requiert I'emploi d’un cadre stéréotaxique difficile a utiliser
chez le Chien du fait d’'une grande variabilité de forme de crane selon les races. L'obtention de
matériel cellulaire et tissulaire permettrait pourtant (i) d’améliorer la prise en charge thérapeutique
de ces tumeurs chez le Chien en adaptant le traitement au type de tumeur, et (ii) d’ouvrir la voie a
des projets de recherche en médecine translationnelle. En effet, le gliome canin est proche du gliome
humain, le Chien atteint de gliome représente donc un modele pertinent pour |’évaluation de
nouvelles stratégies destinées au traitement de cette tumeur chez ’'Homme.

Le présent travail s’inscrit dans le cadre d’un projet visant a utiliser I’échographie pour guider les
biopsies et cytoponctions de tumeurs cérébrales chez le Chien.
L’évaluation de la faisabilité d’'une telle démarche représente la premiere étape du projet, qui elle-
méme se décline en deux volets :
- évaluation de la qualité des images échographiques de I'encéphale du Chien;
- évaluation de la qualité du matériel tissulaire/cellulaire issu d’une biopsie/cytoponction
échoguidée d’encéphale de Chien.

Cette étude de faisabilité a été réalisée sur cadavres de chiens sains. Le premier volet a fait
I'objet d’'une thése d’exercice vétérinaire intitulée « Etude de faisabilité de I"’échographie cérébrale
chez le chien adulte sain pour une investigation des tumeurs cérébrales » (Gervais 2017). Cette thése
a démontré que I'examen échographique de I'encéphale apres craniotomie permettait effectivement
d’identifier les principales structures de I'encéphale chez le Chien.

L'étude de faisabilité de prélevements histologiques et cytologiques d’encéphale de chien sain
est I'objet de la présente these.
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1.

Matériel et méthodes

Cadavres

Deux cadavres de Chien Beagle, males adultes, fournis par un laboratoire de recherche privé,

ont été utilisés pour cette étude.

Le premier cadavre a été préparé afin de fixer I’'encéphale in situ, qui est ainsi désigné sous les
termes «encéphale fixé» dans le reste du manuscrit. Pour cela, une solution de formaldéhyde
10% a été injectée par voie intra-carotidienne aprés la mise a mort et saignée de I'animal. Une
craniotomie rostro-tentoriale large (5*3 cm) a ensuite été réalisée sur le cadavre a I'aide d’un
bistouri a lame froide et d’une scie circulaire, afin de permettre I'examen échographique de
I’encéphale et la réalisation de biopsies échoguidées.

Pour le second cadavre, I'encéphale n’a pas été fixé in situ, il est donc désigné sous les termes
«encéphale non fixé» dans le reste du manuscrit. Une craniotomie rostro-tentoriale d’extension
plus restreinte (2*1,5 cm) a été réalisée sur le cadavre dans la demi-heure suivant la mise a mort
de I'animal. Des biopsies et cytoponctions échoguidées ont été réalisées, le gel couplant a alors
été placé dans un doigt de gant en latex non talqué afin de ne pas altérer les prélévements
cytologiques par la mise en contact du gel.

Les protocoles de mise a mort des animaux sont détaillés dans la these « Etude de faisabilité de

I’échographie cérébrale chez le chien adulte sain pour une investigation des tumeurs cérébrales »
(Gervais 2017).

Deux protocoles différents de préparation des cadavres ont été utilisés afin de répondre au

mieux aux questions de I'étude. En effet, le tissu nerveux se dégrade rapidement apres la mort :
réaliser une biopsie d’encéphale sur un cadavre présente le risque de ne pouvoir conclure quant a la
qualité du prélevement du fait de I'autolyse. C’est afin de pallier ce probléme que les biopsies ont
tout d’abord été réalisées chez un cadavre dont I'encéphale a été fixé par du formaldéhyde.
Cependant, la fixation de I’encéphale modifie la consistance de celui-ci et empéche la préparation de
lames pour examen cytologique; pour se rapprocher le plus possible de conditions « per-

opératoires » et pouvoir réaliser les lames cytologiques, la deuxieme manipulation a été réalisée sans

fixation préalable des tissus.
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2. Prélévements tissulaires

Plusieurs biopsies écho-guidées ont été réalisées a I'aide d'un pistolet a biopsie semi-
automatique supercore avec une aiguille de diametre 16 G. Les prélévements ont ensuite été placés
dans une caissette immergée dans un pot de formaldéhyde 10% jusqu’a leur préparation pour la
réalisation des lames (i.e. 48 heures apres prélevement).

Les cytoponctions a l'aiguille fine (au nombre de sept), réalisées uniquement sur le second
cadavre, ont été faites a I'aide d’une aiguille hypodermique de diameétre 23 G, par carottage ou
aspiration. Le matériel a ensuite été étalé sur des lames et séché. Quatre cytoponctions ont été
réalisées a I'aveugle et trois cytoponctions ont été réalisées a I'aide d’un guidage échographique.

Les données concernant les prélevements sont récapitulées dans le tableau ci-dessous.

Tableau 5 : Récapitulatif des prélevements réalisés

CADAVRE 1 CADAVRE 2
Fixation de oui
I'encéphale Non
Craniotomie Craniotomie rostro-tentoriale Craniotomie rostro-tentoriale
5*3cm 2*1.5cm
Biopsies échoguidées (aiguille a
Prélevements Biopsies échoguidées (aiguille biopsie 16 G)
réalisés biopsie 16 G) Cytoponctions échoguidées (aiguille
23 G) par aspiration et carottage

3.  Préparation des lames et interprétation

— Préparation des lames pour I’examen histologique

Les biopsies, fixées dans du formaldéhyde 10%, ont été déshydratées, incluses en paraffine,
coupées en sections de 5 um d’épaisseur, disposées sur des lames puis colorées a 'Hémalun-Eosine
(HE).

— Préparation des lames pour I'examen cytologique

Le matériel a été directement étalé sur des lames et séché. Les lames ont été colorées au May
Grimwald Giemsa (MGG).
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— Interprétation
L’évaluation de la qualité des prélevements au microscope optique repose sur la capacité a
reconnaitre les populations cellulaires d’intérét (neurones, astrocytes, oligodendrocytes,

microgliocytes, épendymocytes). Pour les biopsies, I'évaluation de la qualité prend aussi en
considération la capacité a reconnaitre la structure cérébrale prélevée.

lll. Résultats

1. Examen microscopique des biopsies

L’'examen microscopique des biopsies, qu’elles aient été obtenues a partir d’encéphale fixé
ou non, sont de qualité satisfaisante. Elles permettent de reconnaitre les populations cellulaires du
tissu nerveux et d’identifier le site de prélevement dans I'encéphale.

Pour le premier cadavre, quatre sites ont été identifiés : le cervelet, le gyrus denté, une
structure non spécifique de substance blanche et un plexus choroide.

Pour le second cadavre, le cervelet et une structure non spécifique de substance blanche ont
pu étre observés au microscope.
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1.1. Biopsies de cervelet

L’'examen microscopique des biopsies de cervelet, que celles-ci aient été réalisées a partir
d’encéphale fixé ou non, révéele I'architecture typique de cette structure encéphalique : un cortex
externe organisé en trois couches (de la plus externe a la plus interne : couche moléculaire, couche
des cellules de Purkinje et couche granulaire) séparé par des lames de substance blanche (cf. Figure
ci-dessous).

Figure 38: Aspect microscopique des
biopsies de cervelet

Encéphale fixé a faible (A, X40) et fort
grossissement (B, X400)
Encéphale non fixé a faible (C, X40) et fort
grossissement (D, X400).

A et C: Le cortex cérébelleux (Co) est
reconnaissable par son aspect caractéristique
en trois couches. De la substance blanche (SB)
sépare deux portions de cortex.

B et D: La couche la plus externe du cortex
cérébelleux est la couche moléculaire
(triangle) : elle est constituée par les
expansions neuronales (fond éosinophile) et
par des cellules gliales en quantité limitée. La
couche intermédiaire est constituée par des
gros neurones: les cellules de Purkinje
(fleche). La couche profonde est la couche
granulaire (étoile): on peut y voir les
nombreux noyaux denses des petits neurones
qui la constituent.

Il est a noter, pour les biopsies sur encéphale
non fixé, I'aspect altéré des cellules de
Purkinje et des cellules de la couche a grain,
signant un début d’autolyse.
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1.2. Biopsies de substance blanche

L’'examen microscopique des biopsies de substance blanche préparées a partir d’encéphale
fixé ou non reflete correctement I'organisation et la composition de ce tissu nerveux : un réseau de
fibres nerveuses le long desquelles s’alignent des oligodendrocytes interfasciculaires. Des lésions
élémentaires sont également détectables: microgliose, infiltrat périvasculaire, satellitose
pathologique (cf. Figure ci-dessous).

Figure 39 : Aspect histologique de la substance blanche (Encéphale fixé)

A : Aspect a faible grossissement (HE; X20). La substance blanche est constituée d’axones (fond
éosinophile) et d’oligodendrocytes interfasciculaires (noyaux basophiles alignés).

B et C: Aspect a fort grossissement (HE ; X100)

B: Un alignement oligodendrocytaire (étoile) est observable. Les axones apparaissent en coupe
transversale (fleche noire) ou longitudinale (fleche blanche).

C: Un phénomeéne pathologique en cours est visible : un infiltrat mononucléé apparait autour d’un
vaisseau sanguin (la fleche fine noire indique une cellule endothéliale et la fleche fine blanche
indique une cellule immunitaire).
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Figure 40 : Aspect histologique de la substance blanche (Encéphale non fixé)

A : Aspect a faible grossissement (HE ; X20). Comme sur les lames d’encéphale fixé, la substance
blanche est reconnaissable par la présence d’oligodendrocytes interfasciculaires (noyaux
basophiles alignés) sur un fond éosinophile d’axones.

B, C et D : Aspect a fort grossissement (HE ; X100) montrant des altérations pathologiques dans
la substance blanche de I'animal.
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B : Phénomene de microgliose : un nombre important de microgliocytes (fleche fine noire) est
observé sur la préparation. Noter également la présence d’un neurone altéré (triangle).

C: Un nodule de microgliocytes est observable a gauche de I'image (ovale noir). Un neurone
dégénéré (triangle) est présent en haut a droite de I'image. Noter la présence de vacuoles
blanches dans son cytoplasme et la présence d’un microgliocyte (fleche noire) juste a c6té.

D : Un infiltrat périvasculaire est visible a gauche de I'image : des globules rouges sont visibles
eche blanche) sont situées autour. De

dans le vaisseau (étoile) et des cellules immunitaires (f
nombreuses images de satellitose (fleche noire pleine) sont observées dans la substance
blanche : elles sont anormales par leur nombre et par le nombre de cellules gliales satellites. Sur
I'image de satellitose du haut, un microgliocyte se trouve au c6té du corps cellulaire neuronal
également.
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1.3. Biopsie de gyrus denté

Figure 41 : Aspect histologique de gyrus denté (Encéphale fixé)

A : Aspect a faible grossissement (HE ; X50). Le gyrus denté est reconnaissable par sa couche de
petits neurones (couche granulaire) encadrée par strates composée majoritairement de neuropile
avec quelques neurones : la couche moléculaire et la couche polymorphe.

B et C : Aspect a fort grossissement dans le gyrus denté (HE ; X100).

B : Trois populations cellulaires apparaissent de facon caractéristique : deux neurones au centre
de I'image (triangle) sont reconnaissables par leur gros noyau a la chromatine peu condensée,
avec un nucléole bien visible pour I'un. La fleche blanche indique un astrocyte protoplasmique
sous la forme d’un noyau ovale. Les oligodendrocytes apparaissent sous la forme d’un noyau plus
petit, dense (étoile). Le cytoplasme des cellules gliales n’est pas visible sur ce type de préparation.

C: Trois images de satellitose (fleches noires) : des oligodendrocytes satellites se situent accolés
aux corps cellulaires neuronaux.
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1.4. Biopsie de plexus choroide

Figure 42: Aspect histologique d’un plexus choroide (Encéphale fixé)

A : Aspect a faible grossissement (HE ; X50) d’un plexus choroide
B : Aspect a fort grossissement (HE ; X100). Le plexus choroide est formé par d’une couche unique

d’épendymocytes spécialisés (fleche blanche) et par des vaisseaux sanguins (la fleche fine noire
indique une cellule endothéliale).

81



2. Examen microscopique des cytoponctions

Les lames obtenues par la technique de carottage sont acellulaires. Les lames obtenues par la
technique d’aspiration sont riches et de bonne qualité. Elles permettent de reconnaitre les
différentes populations cellulaires du tissu nerveux, et témoignent de leur activité (images de
satellitose et de phagocytose).

Les caractéristiques morphologiques des cellules nerveuses et gliales sont détaillées dans les
figures 43 a 46.

Figure 43 : Examen microscopique a faible grossissement (MGG ; X 20)

Le prélevement est riche en cellules. Le neuropile correspond aux prolongements cellulaires
indifférenciés qui constituent le fond basophile.
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Figure 44 : Aspect cytologique neuronal et glial
A et B : Aspect a fort grossissement (MGG ; X 100)

A : Un neurone de grande taille est au centre de I'image. Il possede un gros noyau central contenant
un nucléole distinct (fleche noire). Le cytoplasme est bien visible, tout comme le départ des
prolongements neuronaux (fleches blanches).

B : Deux petits neurones (triangle) sont au centre de I'image. lls sont reconnaissables par leur noyau
caractéristique (chromatine décondensée, nucléole distinct) malgré I'absence de cytoplasme. Des
cellules gliales apparaissent également : des astrocytes (étoiles) dont le noyau est ovale; des
oligodendrocytes (fleches noires pleines) dont le noyau est plus petit, rond et dense; un
microgliocyte (croix) au noyau en forme de virgule. Le cytoplasme et les prolongements des cellules
gliales ne sont pas visibles sur ce type de préparation.
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Figure 45 : Satellitose (MGG ; X100)

Un corps neuronal (triangle) est entouré par des astrocytes (étoiles). Un microgliocyte (croix) est
également présent.

-~ Lo ghw”

Figure 46 : Microgliocyte spumeux (MGG ; X 100)
Un microgliocyte activé (croix) est situé le long d’un vaisseau (fleche noire). Ses modifications

morphologiques témoignent de son activité phagocytaire déclenchée : son noyau a augmenté en
taille, son cytoplasme est visible, rempli de vacuoles claires.
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IV. Discussion

Le présent travail est une contribution a I'utilisation du modele animal spontané canin de
gliomes diffus pour I'évaluation de nouvelles stratégies destinées au traitement de ces tumeurs chez
I'Homme. L'objectif de ce travail s’inscrit dans les premieres étapes de mise en place des outils
diagnostiques nécessaires au recrutement des patients canins. Il constitue I'une des étapes d’un
projet visant a utiliser I'échographie pour guider les biopsies et cytoponctions de tumeurs cérébrales
chez le Chien. En particulier, il s’agit d’évaluer ici la faisabilité de prélevements histologiques et
cytologiques échoguidés d’encéphale de chien sain en appréciant la qualité du matériel tissulaire
et cellulaire obtenu.

Pour notre étude de faisabilité, les premiéres étapes de mise en place des outils diagnostiques
doivent étre réalisées sur des chiens sains car la connaissance de |'aspect cytologique et histologique
normal de I'encéphale est un préalable important a I’établissement d’un diagnostic exact (De Lorenzi,
Mandara 2010). La maitrise de I'exploration échographique et du geste technique de prélevements
ont été réalisés sur cadavre. Deux protocoles différents de préparation des cadavres ont été utilisés :
dans un premier temps, les biopsies ont été réalisées sur un cadavre dont I'encéphale a été fixé par
du formaldéhyde pour s’affranchir des risques d’autolyse rapide du tissu nerveux apres la mort. Dans
un deuxieme temps, les prélévements ont été réalisés sans fixation préalable des tissus, afin de se
rapprocher le plus possible des conditions per-opératoires (la consistance du tissu nerveux est
modifiée par une fixation de I'encéphale) et pour pouvoir réaliser a la fois des biopsies et des
cytoponctions (non réalisables sur un encéphale fixé avec une solution de formaldéhyde, Meyer et al.
2015).

Les préparations histologiques des biopsies sont de bonne qualité, permettant de reconnaitre les

différentes populations cellulaires du tissu nerveux sain (neurones, astrocytes, oligodendrocytes,
microgliocytes, épendymocytes) et de reconnaitre la structure cérébrale prélevée (cervelet, gyrus
denté, substance blanche, plexus choroide).

Le neuropile est bien présent sur toutes les préparations issues de la substance grise, il est
éosinophile, conformément aux données de la littérature (Young et al. 2010).

Les neurones sont identifiés : des neurones de grande taille et de taille intermédiaire (cellules de
Purkinje et neurones de la couche polymorphe du gyrus denté) et des petits neurones (couches
granulaires). Ainsi que I'a décrit Robert H. Garman (Garman 2011), les neurones intermédiaires et
grands possedent un cytoplasme granuleux visible qui n’apparait pas pour les petits neurones,
uniquement reconnu par les caractéristiques de leur noyau : basophilie et nucléole visible.

Toutes les populations gliales sont reconnues sur les différentes préparations ou elles
apparaissent uniquement par I'intermédiaire de leur noyau, leur cytoplasme étant peu visible avec
les colorations conventionnelles. Les caractéristiques qui permettent de les reconnaitre sont celles
décrites dans la littérature (Young et al. 2010; Zachary 2012; Jubb et al. 2015; Garman 2011). Dans la
substance grise des astrocytes protoplasmiques sont retrouvés a proximité des corps cellulaires
neuronaux et sont reconnus grace a leur noyau nu, de forme ovale, a la chromatine pale et
granulaire. Les oligodendrocytes sont observés dans la substance grise (dispersés et dans des figures
normales de satellitose) et dans la substance blanche ou ils sont alignés en nombre le long des
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faisceaux de fibres. Ils sont reconnus grace a leur petit noyau rond et dense. Les microgliocytes sont
reconnus dans la substance blanche par la forme cunéiforme de leur noyau.

Des lésions élémentaires sont observées sur certaines des lames d’histologie. Des figures de
satellitose sont interprétées comme anormales par le nombre de figures présentes sur un méme
champ et par le nombre de cellules satellites (Garman 2011). Il est noté de la microgliose (nombre
important de microgliocytes). Un nodule de microgliocytes est par ailleurs observé. Jubb et al.
utilisent le terme de « nodule neuronophagique » pour décrire cette figure observée en cas de
nécrose neuronale. Des infiltrats mononuclées autour des vaisseaux sanguins sont aussi observés.

Les préparations cytologiques sont (i) acellulaires lorsque réalisées par une technique de

carottage ; (ii) riches et permettant la reconnaissance cellulaire lorsqu’elles sont réalisées par une
technique d’aspiration. La deuxieme technique est décrite dans la littérature, en médecine humaine
(Silverman et al. 1986) comme en médecine vétérinaire (Platt et al. 2002). La technique par carottage
n’a pas été décrite pour le tissu nerveux. Les résultats du présent travail nous confirment que la
technique par aspiration est la technique de cytoponction adaptée pour le tissu nerveux.

La littérature concernant I'aspect cytologique normal du tissu nerveux est trés pauvre. Les
résultats de la présente étude sont ainsi discutés en regard des éléments concordant avec ceux
décrits par De Lorenzi et Mandara en 2010.

La bonne qualité des lames cytologiques est justifiée par la mise en évidence d’un neuropile
basophile spumeux bien visible. Concernant les différents éléments figurés, les éléments de
reconnaissance sont identiques a ceux décrits en histologie. Les corps cellulaires neuronaux sont
reconnus par l'aspect caractéristique de leur noyau (basophile, avec un nucléole bien visible), avec
présence d’'un cytoplasme granulaire dans les grands neurones, absent dans les petits neurones. Les
astrocytes sont reconnus par leur noyau arrondi nu, plus gros que les noyaux oligodendrocytaires,
qui sont pour leur part ronds. Les microgliocytes apparaissent sous la forme d’un noyau cunéiforme.
Des figures de satellitose sont observées ainsi que des microgliocytes spumeux (vacuole blanche de
phagocytose dans le cytoplasme devenu visible).

L'identification de la zone prélevée n’est pas réalisable lors d’un examen cytologique.

Le premier volet du projet dans lequel s’inscrit cette étude a fait I'objet d’'une thése d’exercice
vétérinaire intitulée « Etude de faisabilité de I'’échographie cérébrale chez le chien adulte sain pour
une investigation des tumeurs cérébrales » (Gervais 2017). Cette thése a permis de démontrer que
I’examen échographique de I'encéphale aprés craniotomie permettait effectivement d’identifier les
principales structures de I'encéphale chez le Chien.

Les bons résultats obtenus ici nous permettent de valider le second volet de ce projet: les
biopsies et cytoponctions échoguidées sont de bonne qualité car elles permettent de reconnaitre les
différents éléments du tissu nerveux, conformément aux données de la littérature, ainsi que
d’identifier quelques Iésions élémentaires présentes dans le tissu nerveux. Ces bons résultats laissent
supposer que les modifications histologiques et cytologiques décrites lors de gliomes diffus pourront
étre identifiées lors de biopsies et de cytoponctions échoguidées de tumeurs cérébrales chez le
Chien. D’autre part, ils contribuent a illustrer I'aspect histologique et cytologique du tissu nerveux
sain.
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CONCLUSION

A travers de cette étude, nous avons pu valider les premiéres étapes d’un projet visant a
utiliser I’échographie pour guider les biopsies et cytoponctions de tumeurs cérébrales chez le Chien.

La partie bibliographique nous a permis de démontrer la nécessité du recours a ces examens
complémentaires pour I'exploration d’'une masse intracranienne : I'imagerie médicale apporte des
informations essentielles mais ne peut se passer des informations apportées par les examens
complémentaires microscopiques. Ces examens sont peu développés dans |'espece canine et
nécessite un niveau de connaissance du tissu nerveux sain élevé. Nous avons pu mettre en place les
éléments de base nécessaires a la compréhension de |'organisation cellulaire, tissulaire et anatomo-
fonctionnelle de I'encéphale. Les cellules nerveuses sont réparties en deux familles : les neurones
sont le support fonctionnel du message nerveux ; les cellules gliales occupent I'espace entre les
neurones et ont une fonction de soutien. Elles sont représentées par les astrocytes, les
oligodendrocytes, les épendymocytes, les cellules des plexus choroide et les microgliocytes. Ces
différentes cellules s’organisent en deux tissus, la substance grise et la substance blanche, qui se
répartissent en zones fonctionnelles interconnectées et forment les différentes structures
anatomiques de I'encéphale.

L'abord de I'encéphale nécessite la réalisation d’une fenétre osseuse, par craniotomie ou
trépanation. Les techniques de prélévements par biopsies stéréotaxiques sont tres utilisées en
médecine humaine (guidage tomodensimétrique ou IRM). Elles ont été adaptées a I'utilisation chez le
Chien mais leur utilisation présente des limites techniques (variabilité du crane dans I’espéce canine)
et financiéres. Les prélévements par guidage échographique apparaissent comme une technique
adaptative, slre et abordable pour une utilisation chez le Chien. L’aspect histologique a I’'hémalun-
éosine et I'aspect cytologique au May-Grunwald-Giemsa du tissu nerveux sain sont décrits selon les
données de la littérature. Dans I'un comme dans I'autre, on retrouve un fond constitué d’expansions
cellulaires, le neuropile, sur lequel figurent des éléments figurés: corps cellulaires neuronaux,
noyaux des cellules gliales. Sur un examen histologique, la composition et la répartition des
différentes cellules permettent de reconnaitre la structure encéphalique observée. De plus, des
lésions élémentaires, telles que la nécrose neuronale ou l'astrogliose sont mises en évidence.
D’autres types de colorations et préparations permettent de mettre en évidence des éléments
cellulaires particuliers et sont utiles dans le diagnostic de certains processus pathologiques.

Le Chien est un modeéle spontané de gliomes diffus. Ce type de tumeurs est associé a un
mauvais pronostic chez 'Homme. L'utilisation du Chien comme modele d’étude implique la mise en
place d’analyses histologiques et cytologiques pour [I'établissement du diagnostic. L’aspect
histologique des gliomes diffus est décrit dans la littérature et ressemble fortement aux gliomes
diffus humains. Quelques éléments de I'aspect cytologique des gliomes diffus chez le Chien sont
également donnés mais la littérature reste pauvre a ce sujet. De plus, la premiere étape
indispensable au recrutement et a la prise en charge de patients canins est la mise en place des outils
d’imagerie médicale et microscopiques chez le Chien sain.

Dans la partie expérimentale, nous avons pu établir la bonne qualité du matériel tissulaire et
cellulaire issu de biopsies et cytoponctions échoguidées d’encéphale de chien. La reconnaissance des
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éléments cellulaires (différentes morphologies neuronales et cellules gliales) et du neuropile est
permise, tout comme la localisation au sein de I'encéphale des prélevements histologiques, ainsi que
I'identification de quelques lésions élémentaires.

Ces résultats sont encourageants car ils laissent supposer que les modifications histologiques et
cytologiques décrits lors de gliomes diffus pourront étre identifiées lors de biopsies et de
cytoponctions échoguidées de tumeurs cérébrales chez le Chien. Les outils échographiques,
histologiques et cytologiques ainsi établis devront ensuite étre validés sur des chiens atteints de
gliomes.
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