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l. Introduction

Du point de vue biologique, I’Organisme Mondial de la Santé définit le vieillissement comme « le
produit de I’accumulation d’un vaste éventail de dommages moléculaires et cellulaires au fil du
temps. Celle-ci entraine une dégradation progressive des capacités physiques et mentales, une

majoration du risque de maladie et, enfin, le décés » (OMS, 2020).

Les facteurs biologiques intervenant dans le processus du vieillissement sont complexes. Les
progreés de la recherche ont permis de mettre en évidence le rdle important des facteurs génétiques,
des altérations du fonctionnement cellulaire ou des systémes de protection contre 1’oxydation ou
encore le r6le des modifications du métabolisme telle que la glycation non enzymatique des

protéines.

1. Intérét de I’étude du vieillissement des carnivores domestiques

A. Le vieillissement de la population, un enjeu mondial

Le vieillissement entraine une diminution des capacités fonctionnelles de I'organisme qui se
manifeste essentiellement dans des situations qui mettent en jeu les réserves fonctionnelles (effort,
stress, maladies aigués). Il s’agit d’un processus qui connait une grande variabilité inter-
individuelle. En effet, les conséquences du vieillissement peuvent étre trés importantes chez
certains sujets agés et minimes voire absentes chez d'autres individus du méme &ge. D’autre part,
certaines maladies ou syndromes voient leur fréquence augmenter avec I’age et ils ont longtemps
été confondus avec I’expression normale du vieillissement. C’est le cas par exemple de la maladie
d’Alzheimer a début tardif, longtemps considérée comme 1’expression du vieillissement cérébral

(Collége National des Enseignants de Gériatrie, 2009).

Au cours des 60 dernieres années, hommes et femmes ont gagné 13 ans d’espérance de vie en
moyenne (Gueéry, 2020). L’augmentation de I’espérance de vie s’accompagne inévitablement
d’un vieillissement des populations au niveau mondial touchant aussi bien les pays développés
que les pays émergents. Cette hausse de la population gériatrique reflete une amélioration de la
santé et des conditions socio-économiques mais s’accompagne aussi de nouveaux enjeux auxquels

tous les pays devront faire face (De Lapasse, 2018).

B. Le cerveau, une cible privilégiée du vieillissement

Les capacités antioxydantes et régénératives d’un tisSu ou d’un organe sembleraient étre les

facteurs prepondérants conditionnant la réponse au vieillissement (Cotman et al., 2002 ; Sohal et

al., 2002). Du fait de ses besoins élevés en oxygéne, de sa capacité de synthese réduite en

antioxydants endogenes et de la faible possibilité de régénération des cellules du systéme nerveux
9



central, le cerveau constitue le tissu le plus sensible aux effets néfastes du vieillissement (Dror et
al., 2014).

Le vieillissement entraine des modifications du cerveau de 1’échelle moléculaire a 1’échelle
tissulaire. En effet, avec 1’age, on constate une atrophie cérébrale progressive (Drayer, 1988) qui

est plus ou moins marquée selon les régions cérébrales (Storsve et al. 2014 ). Le systéeme

vasculaire subit lui aussi un certain nombre de dommages avec le temps, que ce soit dans le
cerveau ou en dehors, ce qui a notamment pour conséquence d’entrainer une baisse du flux

sanguin cérébral et une augmentation du risque d’atteintes neurovasculaires (Cortes-Canteli et

ladecola, 2020). On peut également noter une modification de I’expression de certains génes (Lu

etal., 2004 ; Erraji-Benchekroun et al., 2005), une augmentation des dommages oxydatifs (Finkel

et Holbrook, 2000 ; Todorova et Blokland, 2017) ou encore une altération des systéemes de

neurotransmission (Mattson et al., 2004 ; Nyberg et Backman, 2004). Ces changements peuvent

avoir pour conséquence une atteinte plus ou moins sévere des fonctions cognitives telles que la

mémoire, I’attention ou encore les fonctions exécutives (Roberts et Allen, 2016).

En-dehors de ces modifications qui se mettent en place méme lors d’un vieillissement qualifié de
physiologique, il existe tout un éventail de situations pathologiques. La démence est un terme qui
décrit une vaste palette de symptomes associés a un déclin de la mémoire ou d’autres capacités
cognitives suffisamment sévére pour géner le patient dans 1’exécution des tdches quotidiennes

(Milner et al., 1998). Du vieillissement de la population a résulté une hausse dramatique du

nombre de personnes souffrant de démence, et on compte a I’heure actuelle 50 millions de
personnes malades avec prés de 10 millions de nouveaux cas chaque année. La maladie

d’Alzheimer est reconnue comme la cause la plus commune de démence et serait a I’origine de

60 & 70% des cas (OMS, 2019).

La maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative irréversible, qui progresse
cliniguement au travers de phases de démence successives de plus en plus sévéres (McKhann et

al., 2011). Les lésions neuropathologiques sont essentiellement caractérisées par le dépét

extracellulaire de plaques béta amyloides (AP) et des agrégats intra neuronaux de protéines tau
hyper-phosphorylées aussi designes sous le terme de dégénerescence neurofibrillaire (DNF)

(Braak et al., 1998). D’autres processus tels que la microgliose et 1’astrogliose, des dysfonctions

synaptiques, 1’angiopathie cérébrale amyloide, la perte neuronale et des anomalies
neurovasculaires joueraient également un role dans la pathogénése de la maladie (Braak et al.
1991 ; Attems et al., 2011 ; Craig et al., 2011 ; Hyman et al., 2012 ; Heneka et al., 2015). Ces

processus commencent a se mettre en place plusieurs années voire dizaines d’années avant

I’expression clinique de la maladie (Braak et al., 1998 ; Jack et al., 2009 ; Villemagne et al.,

10



2013 ; Zetterberg et al., 2014) ce qui rend le diagnostic précoce essentiel pour démarrer la prise

en charge le plus rapidement possible. A I’heure actuelle, il n’existe que des traitements
symptomatiques sous la forme d’inhibiteurs de 1’acétylcholine estérase et de modulateurs des
récepteurs NMDA d’ou la nécessité de trouver rapidement des traitements pouvant stopper ou au

moins ralentir la progression de la maladie (Mullane et Williams, 2013).

Dés lors il semble essentiel d’offrir aux individus agés, malades ou non, des conditions de vie
adaptées mais aussi de favoriser un vieillissement en bonne santé avec une atteinte minimale des
fonctions cognitives. Pour atteindre ces objectifs et répondre a ces nouvelles problématiques, il
est nécessaire d’avoir une meilleure compréhension des processus physiologiques et

pathologiques qui accompagnent le vieillissement, et ce en particulier au niveau cérébral.

C. Les carnivores domestiques, un modeéle du vieillissement chez I’Homme

C’est pourquoi la recherche de modeles animaux appropriés dans le cadre de 1’étude du
vieillissement cérébral et des maladies neurodégénératives a connu un regain d’intérét au cours
des derniéres décennies. Les chercheurs ont porté leur attention sur de nombreux modéles parmi

lesquels des oiseaux (Seed et al., 2006 ; Prior et al., 2008 ; Gunturkun et Bugnyar, 2016), des

rongeurs et des primates non humains (Gallagher et al., 1997). Les rongeurs présentent I’avantage

d’étre faciles a manipuler dans des conditions de laboratoire et d’étre trés accessibles, tandis que

les primates partagent de trés nombreuses similarités avec I’Homme (Philips et al., 2014).

Cependant, pour des raisons d’éthique et de bien-étre animal, I’utilisation des singes est de plus

en plus sujette a controverses (Jennings et al., 2016). De plus les rats et souris, qui restent les

animaux les plus étudiés, n’évoluent pas dans les mémes conditions environnementales que
I’Homme et développent rarement de maniére spontanée la plupart des maladies liées au
vieillissement que 1’on retrouve chez ce dernier. Par ailleurs, les animaux transgéniques utilisés
présentent peu d’hétérogénéité génétique comparé a la population humaine. C’est dans ce contexte
que les animaux de compagnie, et notamment le chien et le chat, ont commencé a étre proposes
comme modeles complémentaires du vieillissement humain et des stades précoces de la maladie
d’Alzheimer.

Le chien et le chat vieillissants développent de tres nombreuses maladies ayant un équivalent chez

I’Homme (Committee on Animal Models for research on Aging, 1981). D’autre part, chez le chien

et chez le chat, une diminution des capacités cognitives et en particulier de la mémoire et des
capacités d’apprentissage a €té mise en évidence lors du vieillissement avec, comme chez

1’Homme, une tres grande variabilité interindividuelle (Head et al., 2001 ; Lansberg et al., 2005).
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Les modifications neurobiologiques qui pourraient expliquer ce déclin sont la encore trés

partagées entre ces especes.

Outre les similarités notables avec le vieillissement de ’Homme, ce modéle offre de nombreux
autres avantages, parmi lesquels on peut noter la possibilité de suivre de larges populations de
chiens ou de chats &gés pour un codt raisonnable, la coopération et la facilité a les entrainer en
particulier pour le chien, un répertoire sophistiqué de fonctions cognitives et le fait que ces
animaux partagent notre mode de vie, ce qui entraine I’exposition aux mémes facteurs

environnementaux lors du vieillissement.

Les carnivores domestiques pourraient donc nous permettre de mieux comprendre les mécanismes
du vieillissement cérébral chez I’'Homme voire servir au développement de nouveaux traitements.
Néanmoins, leur utilisation étant relativement récente, elle nécessite la mise en place de lignes
directrices méthodologiques claires et il est essentiel de conforter les observations déja faites en

répétant les expériences sur des échantillons plus conséquents (Bunford et al., 2017).

D. Des animaux de compagnie vieillissants

Enfin, le vieillissement de la population concerne également nos animaux de compagnie qui grace
a des soins, une nutrition et une médication appropriés, ont vu leur espérance de vie augmenter au

cours des derniéres décennies (Docksai et al., 2014). Aux Etats Unis, entre 2002 et 2016,

I’espérance de vie moyenne des chiens a augmenté de 12,4% passant de 10,5 ans a 11,8 ans et

celle des chats de 17,3% passant de 11 ans a 12,9 ans (Bankfield Pet Hospital, 2016). De ce fait,

on note une augmentation de la population gériatrique des carnivores domestiques, en particulier
pour les chats, avec une hausse du nombre de chats de plus de 10 ans de 15% au cours des 20
dernieres années ce qui porte a 18 millions le nombre de chats agés de plus de 12 ans aux Etats
Unis (AVMA, 2012).

Les chats peuvent commencer a étre considérés comme seniors entre 7 et 11 ans. En ce qui

concerne les chiens, I’espérance de vie médiane est tres déependante de la race (Galis et al., 2007 ;

Greer et al., 2007). De manicére trés générale, a partir de 7 ans, la prévalence d’un certain nombre

de maladies augmente et les chats et les chiens peuvent étre considérés comme pouvant étre

affectés par des problemes de santé liés a leur age (Kraft, 1998).

Il convient donc de souligner I’importance de 1’étude du vieillissement chez le chien et le chat
non seulement dans le cadre de I’amélioration de notre compréhension du vieillissement chez
I’Homme mais aussi dans 1’intérét d’une meilleure prise en charge de 1’animal agé et notamment

pour faire la distinction entre un vieillissement physiologique ou pathologique.
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2. Fonctions cognitives et vieillissement chez le chien et le chat

A. Déclin physiologigue et pathologique des fonctions cognitives

Des recherches menées sur des chiens de laboratoire ont permis de mettre en évidence un déclin
de la mémoire, des capacités d’apprentissage et des fonctions exécutives avec 1’age (Milgram et

al., 1994 ; Tapp et al., 2003a,b). Quelques études plus récentes se sont également penchées sur

les modifications de la réponse sociale, de la curiosité vis-a-vis d’un objet nouveau, de I’attention,

de I’apprentissage et de la mémoire au cours du vieillissement (Rosado et al., 2012b ; Wallis et

al., 2014a ; Chapagain et al., 2017). Bien que le chat ait été au centre de moins d’études sur le
vieillissement que le chien, un certain nombre de changements comportementaux ont également

été decrits (Lansberg, 2005) et il est communément admis que les performances motrices et

cognitives du chat se détériorent avec 1’age. Plusieurs expériences semblent indiquer que ce déclin
commence a se mettre en place aux alentours de 10 ans (Harrison et Buchwald, 1982, 1983 ;
Levine et al., 1987a).

Sur la base de leurs capacités cognitives, des chiens d’age similaire peuvent étre séparés en
différentes catégories allant d’un vieillissement réussi a une atteinte sévére des fonctions

cognitives (Adams et al., 2000a). Ces variations semblent étre comparables au large spectre

d’atteinte cognitive décrit dans la population humaine pour laquelle on observe une variation
individuelle trés importante avec des individus qui, malgré leur age avancé, ont conservé toutes
leurs fonctions cognitives tandis que, chez d’autres, elles sont séveérement affectées avec toute une

palette de situations intermédiaires (Albert et al., 2011). Ces variations interindividuelles

résulteraient a la fois de facteurs génétiques, épigénétiques et environnementaux (Joseph et al.,

2009 ; Zawia et al., 2009). Si un déclin des capacités cognitives intervient méme lors du

vieillissement physiologique, de nombreuses études ont montré que certains chiens au-dela de 8
ans développent spontanément des signes s’apparentant a une démence, caractérisée par des
changements comportementaux liés a un déclin cognitif anormalement important (Azkona et al.
2009 ; Salvin et al., 2010 ; Landsberg et al., 2012 ; Fast et al., 2013 ; Madari et al., 2015 ; Schiitt

et al., 2015b). Ce syndrome neurocomportemental lié a 1’age est fréquemment désigné sous le

terme de syndrome de dysfonction cognitive (SDC) et il a également été décrit chez le chat
(Karagiannis et Mills, 2014).

Il semblerait que le SDC puisse avoir des expressions phénotypiques tres différentes et, parmi les
principaux signes cliniques, on notera une désorientation spatiale, une modification des
interactions sociales, une perturbation des cycles de sommeil, une perte des apprentissages, une

baisse d’activité et de 1’anxiété (Landsberg et al., 2012). Une grande variabilité interindividuelle
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a été décrite dans la séverité et la progression des signes (Adams et al., 2000a ; Fast et al., 2013 ;

Madari et al., 2015 ; Schiitt et al., 2015b). Chez le chat, il se manifeste globalement de la méme

maniére mais la perte des apprentissages est plus difficile a évaluer et d’autres signes tels que de
la malpropreté, des vocalisations excessives, une diminution des comportements de toilettage et

une perte d’appétit sont parfois décrits (Karagiannis et Mills, 2014).

Chez le chien, la prévalence du syndrome de dysfonction cognitive est estimée de 14 a 35% chez
les individus de plus de 8 ans et le risque augmente exponentiellement avec 1’age (Neilson et al.
2001 ; Osella et al., 2007 ; Azkona et al., 2009 ; Salvin et al., 2010). Concernant I’espéce féline,

certains résultats suggerent que pres de 28% des chats agés de 11 a 14 ans développent au moins

un probléme comportemental lié¢ a 1’age et ce chiffre dépasse les 50% pour les chats de plus de 15
ans (Moffat et Landsberg, 2003).

B. Diagnostic du syndrome de dysfonction cognitive (SDC)

A T’heure actuelle il n’existe pas de biomarqueurs pour le SDC. Par conséquent, le diagnostic
repose essentiellement sur 1’identification des changements de comportement associés a une
dysfonction cognitive et I’exclusion d’autres affections systémiques ou neurologiques qui peuvent
entrainer des signes cliniques semblables a ceux observés dans le cadre du SDC (Landsberg et
al., 2012).

Utilisation de questionnaires

L approche principale repose sur I'utilisation de questionnaires a destination des propriétaires qui
ciblent les changements comportementaux les plus spécifiques du SDC. Plusieurs questionnaires
et grilles de notation ont été proposés (Colle et al., 2000 ; Pugliese et al., 2005 ;Rofina et al., 2006
; Osella et al., 2007 ; Gonzalez-Martinez et al., 2011 ; Salvin et al., 2011a ; Yu et al., 2011 ;

Landsberg et al., 2012) mais les critéres évalués et I’interprétation des résultats sont encore

insuffisamment documentés et varient beaucoup d’une étude a I’autre. C’est pourquoi il n’existe
pas encore de consensus quant a leur utilisation. Certains chercheurs se sont intéressés a la

comparaison des questionnaires existants (Rofina et al., 2006 ; Schitt et al., 2015a) et, si une

bonne corrélation des scores semble exister pour les chiens atteints du SDC, ce n’est pas le cas
pour le groupe des chiens considérés comme ayant un vieillissement réussi. Par ailleurs, ces études
suggerent que les questionnaires de Salvin et al. (2011a) et de Rofina et al. (2006) ne permettent
la détection que des chiens séverement atteints. Madari et al. (2015) ont développé comme
alternative une « échelle de démence canine » dans le but de pouvoir identifier plusieurs stades de

dysfonction cognitive.
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En ce qui concerne le chat, 1’évaluation de son comportement par le propriétaire est plus délicate
et il peut ne pas remarquer des changements subtils, notamment concernant les capacités de
mémoire ou d’apprentissage. Cependant, des questionnaires ont été adaptés de ceux existants chez

le chien pour permettre de collecter des informations auprés du propriétaire (Landsberg et al.,

2003 ; Pitari et al. 2009) mais ils présentent les mémes limites et nécessitent une validation a plus

grande échelle.
Tests cognitifs

Des tests neuropsychologiques objectifs pour déterminer les performances cognitives d’un animal
seraient d’une aide précieuse dans I’approche diagnostique du SDC. Plusieurs méthodes ont été
développées pour évaluer des fonctions cérébrales spécifiques chez le chien (Milgram et al.,
1994 ; Adams et al., 2000b ; Siwak et al., 2001 ; Tapp et al., 2003a ; Davis et Head, 2014).

Cependant, ces tests ont été créés pour des chiens hébergés en laboratoire et donc des chiens d’une
méme race évoluant dans un environnement confiné. La mise en place de tels tests est colteuse et
demande une phase d’entrainement relativement longue, ce qui les rend, dans la majorité des cas,
difficiles a mettre en ceuvre dans le cadre d’études menées sur des animaux de compagnie.
Plusieurs essais ont été faits pour adapter ces tests a I’évaluation des chiens en clinique avec des

taches de recherche de nourriture et de résolution de problémes (Gonzalez-Martinez et al., 2013),

un test de mémoire spatiale adapté du labyrinthe de Morris utilisé chez les rongeurs (Salvin et al.,

2011b), des tests en open-field de comportements liés a la locomotion, 1’exploration ou la réponse

sociale (Rosado et al., 2012a, b) ou encore un labyrinthe en T pour évaluer 1’apprentissage spatial

inversé (Mongillo et al., 2013). Plus récemment, une batterie de tests visant a évaluer tout un

ensemble de capacités cognitives en une a deux heures a €té mise en place (Wallis et al., 2014b).

Ce type de tests pourrait s’avérer utile dans le diagnostic du SDC mais ils nécessitent encore d’étre
validés sur des échantillons de chiens plus importants. Par conséquent, la définition du SDC
repose encore essentiellement sur I’utilisation de questionnaires. Par ailleurs, outre 1’aspect
diagnostic, des procédures d’évaluation cognitive objectives pourraient étre particuliérement

intéressantes dans le cadre d’essais thérapeutiques ou pour assurer le suivi d’un animal.

Encore une fois, la plupart de ces tests ont été développés pour I’espéce canine et ils s’avérent trés
compliqués a mettre en ceuvre chez le chat. Néanmoins, certains tests ont été adaptés a cette espece
avec des résultats qui montrent des performances diminuées des chats seniors par rapport a des

chats d’age moyen (Milgram et al., 2010).
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3. Neurophysiologie et neuropathologie du vieillissement cérébral des

carnivores domestiques

Un certain nombre de modifications cérébrales, similaires a celles que I’on peut retrouver lors du
vieillissement physiologique ou dans les stades précoces de la maladie d’Alzheimer chez
I’Homme, accompagnent le vieillissement du chien et du chat. Ces changements peuvent étre
objectivés grace a plusieurs approches complémentaires, parmi lesquelles des méthodes non
invasives telle que ’imagerie par résonance magnétique (IRM) mais également des méthodes
histologiques et immunohistochimiques qui permettent d’avoir des informations a 1’échelle

cellulaire voire moléculaire mais nécessitent d’euthanasier 1’animal.

A. Atrophie cérébrale et neurodégénérescence

L’atrophie cérébrale se définit comme la réduction graduelle du volume et de la taille du cerveau

aprés qu’il ait atteint sa taille mature (Youssef et al., 2016). Macroscopiquement, le cerveau

atrophié se caractérise par une diminution de poids et de volume, un élargissement des sulci et
une dilatation des ventricules. Grace a des méthodes d’IRM conventionnelles, une atrophie
corticale se traduisant par un élargissement des sulci, un parenchyme aminci et une dilatation des

ventricules a pu étre mise en évidence chez le chien 4gé (Kimotsuki et al., 2005 ; Su et al., 2005).

L’atrophie semble débuter au niveau du cortex préfrontal pour se poursuivre au niveau de

I’hippocampe (Tapp et al., 2004). Cette atrophie corticale et hippocampique est retrouvee chez de

nombreuses races et semble étre une caractéristique bien corrélée a 1’age (Pugliese et al., 2010).

L’atrophie du cortex frontal a été associée a des performances diminuées lors de 1’évaluation de

la mémoire et de I’apprentissage (Tapp et al., 2004). De la méme maniére, une corrélation entre

I’atrophie corticale de certaines régions et le déclin cognitif a pu étre établie (Rofina et al., 2006).

Chez le chat, une atrophie cérébrale et cérébelleuse significative a pu étre visualisée chez des

individus de plus de 14 ans (Ozsoy et Haziroglu, 2010) mais pour 1’instant aucun lien n’a encore

¢été mis en évidence avec ’altération des fonctions cognitives.

Les mécanismes qui contribuent a 1’atrophie cérébrale chez le chien et le chat pourraient inclure
une diminution du nombre de neurones et/ou un changement de densité neuronale. Ces
phénomeénes peuvent également étre observés chez des patients atteints de la maladie d’ Alzheimer

(West et al., 1993 ; Simic et al., 1997). Pour autant, cette perte neuronale ne concernerait pas la

majorité du cerveau mais plutdt des régions spécifiques. En utilisant une approche stéréologique
non biaisée, une perte de 30% des neurones de la couche polymorphe du gyrus denté a été mise
en évidence chez le beagle age, avec un lien entre les capacités d’apprentissage et la quantité de

neurones intacts (Siwak-Tapp et al., 2008). De méme, la perte de cellules de Purkinje dans le
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cervelet semble aussi corrélée a 1’altération de la cognition (Pugliese et al., 2007). Concernant le

chat, plusieurs études suggerent que le noyau caudé est affecté par le vieillissement avec un

nombre de neurones et une densité de synapses réduits (Levine et al., 1986, 1987, 1988a et b)

entrainant des altérations des fonctions motrices (Levine et al., 1987). Chez cette espéce, le

cervelet et le locus ccerelus, un noyau sous cortical impliqué dans la production d’acétylcholine,

sont aussi le siege d’une perte neuronale avec I’age (Zhang et al., 2005, 2006). Outre ces

changements quantitatifs, des altérations morphologiques des neurones accompagnent également
le vieillissement comme cela a pu étre documenté au niveau des cellules de Purkinje chez le chat
(Zhang et al., 2010).

Plusieurs études rapportent une diminution de la neurogénése hippocampique de 80 & 96% chez

le beagle agé en utilisant des immunomarquages spécifiques (Hwang et al., 2007 ; Siwak-Tapp et

al., 2007) avec des performances diminuées lors de tests évaluant I’apprentissage et la mémoire

pour les chiens ayant moins de nouveaux neurones (Siwak-Tapp et al., 2007). Cette altération de

la neurogénése s’observe aussi chez les patients atteints par la maladie d’Alzheimer (Moreno-
Jiménez et al., 2019).

Un autre élément important associé au vieillissement et a 1’altération des fonctions cognitives est
la dysfonction des systémes neurotransmetteurs. L’atteinte des neurones dopaminergiques et
noradrénergiques est notamment corrélée a la dégradation de la cognition chez le chien agé

(Bernedo et al., 2009 ; Insua et al., 2010) et une altération des neurones cholinergiques au cours

du vieillissement est rapportée chez le chat (Zhang et al., 2005).

B. Dépbt de plagues béta amyloides (AB)

Le dép6t de protéines béta amyloides (AP) sous forme de plaques extracellulaires ou dans la paroi
des vaisseaux (angiopathie cérébrale amyloide) est associé au vieillissement et au SDC chez le
chien et le chat (Levine et al., 1986, 1987, 1988a et b ; Cummings et al., 1993 ; Colle et al., 2000
; Czasch et al., 2006 ; Schutt et al., 2016). Chez ’Homme, on suspecte I’importance du role de

cette protéine dans la cascade amyloide (Figure 1) qui mene a la mort des neurones et finalement

au déclin cognitif et a la démence (Hardy et Higgins, 1992). Chez les carnivores domestiques, on

suppose que le dépot AP pourrait participer a I’initiation du SDC par des processus similaires a
ceux intervenant dans la maladie d’Alzheimer (Cummings et al., 1996a et b ; Landsberq et al.,
2012 ; Head et al. , 2013).
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Figure 1 : Représentation schématique de la cascade amyloide
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La séquence du peptide AP chez le chien est identique a celle de ’Homme (Johnstone et al., 1991)

tandis que chez le chat, elle différe d’un acide aminé (Brinkmalm et al. 2012).

Si ce peptide s’accumule sous forme de plaque diffuse, de plaque sénile et sous forme

d’angiopathie cérébrale amyloide chez le chien comme chez I’Homme (Cummings et al., 1996b ;

Colle et al., 2000), la fréquence et la morphologie de ces plaques présentent des différences entre

les deux espéces. En effet, chez le chien on retrouve beaucoup plus de formes diffuses que chez
I’Homme, et moins de plaques séniles (Wegiel et al., 1998 ; Torp et al., 2000 ; Tapp et al., 2004).

Si un certain nombre d’études ne mettent pas en évidence de plaques denses avec une couronne
de neurites dystrophiques comme celles typiquement observées lors de la maladie d’ Alzheimer
(Cummings et al., 1993 ; Colle et al., 2000 ; Czasch et al., 2006 ; Schdtt et al., 2016 ;Youssef et

al., 2016) d’autres mentionnent leur présence avec des modifications qui sont néanmoins moins

marquées que chez I’Homme (Uchida et al., 1992 ; Papaioannou et al., 2001 ; Schmidt et al.,

2015). Chez le chat, le dépot AP est différent de ce qui est observé chez I’Homme ou chez le chien
aplusieurs égards. Tout d’abord, les plaques semblent étre encore plus diffuses que celles du chien

et la présence de plaques neuritiques n’a pas été mise en évidence chez cette espece (Fiock et al.

2019). Ensuite, ces plaques contiennent essentiellement le peptide AB42 sans AP40 ce qui suggere
que le peptide AP40 plus soluble qui se dépose habituellement apres le peptide AP42 ne

s’accumulerait pas dans le cerveau du chat (Head et al., 2005). Cela implique que si des dép6ts

AP40 se forment ils sont rapidement éliminés (Hyman et al. 1993) comme c’est le cas lors du
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vieillissement normal chez ’Homme (lwatsubo et al., 1994). Cependant, étant donné que la

majorité des études considerent le chien ou le chat 4gé comme modéle d’étude et non pas
uniquement les animaux atteints du SDC, il est possible que les échantillons étudiés ne reflétent

pas parfaitement ce qui se passe chez les chiens ou les chats atteints par le SDC.

La progression du dépdt AP dans des régions spécifiques a été mise en évidence chez le chien
mais elle n’est pas totalement identique a la progression chez I’Homme. Elle débute dans le cortex
préfrontal et progresse en impliquant d’autres régions corticales avec des dépdts successivement
détectés dans le cortex pariétal puis le cortex entorhinal et enfin le cortex occipital (Russell et al.,

1996 ; Head et al., 2000). Plusieurs études décrivent également une topographie particuliere des

1ésions dans I’hippocampe avec une atteinte importante de la couche moléculaire du gyrus denté

(Cummings et al., 1993 ; Czasch et al., 2006 ; Schitt et al., 2016). Tout comme une classification

a été établie chez ’Homme avec les stades de Braak (Braak, 1995), I’évolution des dépots peut

étre gradée en 4 stades avec une accumulation d’abord diffuse qui débute dans les couches basales
corticales pour aboutir a la formation de plaques denses dans 1’ensemble des couches (Satou et

al., 1997 : Pugliese et al., 2006a ; Schiitt et al., 2016).

Le peptide AP peut également former des oligomeres solubles toxiques pour les synapses. Il est
intéressant de noter que la quantité de ces oligomeres dans le liquide cérébro-spinal est
inversement proportionnelle a la quantité totale de AP au niveau du cerveau ce qui suggére qu’ils

pourraient étre séquestrés dans les plaques AP chez le chien (Head et al. 2010). Plus récemment,

ces oligomeres ont également été décrits chez des chats de plus de 8 ans (Chambers et al. 2015).

Par ailleurs, des protéines ayant subi des modifications post-traductionnelles comme celles ayant
une partie N-terminale tronquée et possédant un résidu pyroglutamate en troisieme position (pGlu-
AP) pourraient avoir un role important dans la pathogénése de la maladie d’ Alzheimer (Wirths et

al., 2010). Plusieurs études ont montré que ces protéines modifiées et notamment pGlu-Ap sont

présentes dans le cerveau du chien agé avec une quantité de dép6t corrélée a 1’age (Schmidt et al.

2015 ; Schiitt et al., 2016). Ces formes n’ont cependant pas été mises en évidence dans le cerveau
du chat agé (Head et al. 2005).

Enfin, si certaines études établissent un lien de corrélation entre la sévérité des dépots AP et les

atteintes cognitives (Cummings et al., 1996a ; Head et al., 1998 ; Colle et al., 2000 ; Pugliese et

al., 2006 ; Rofina et al., 2006), d’autres ne trouvent pas de relation entre les deux (Ozawa et al.

2016 ; Schiitt et al., 2016) ce qui pourrait indiquer que 1’accumulation de dépots AP n’est pas la

seule cause de neurodégénérescence et de dysfonction cognitive (Schitt et al., 2016 ; Ozawa et

al., 2016). A noter que, quand un lien est établi entre déficit cognitif et dépot AP, il semblerait

que la localisation des dép6ts ait son importance. Par exemple, des animaux ayant des difficultés
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dans des taches d’apprentissage inversé ont tendance a avoir des dépots plus marqués au niveau

du cortex préfrontal (Cummings et al., 1996a ; Head et al., 1998). Chez le chat, bien que des

plaques AP soient fréquemment mises en évidence chez des individus manifestant des signes de

dysfonction cognitive (Gunn-Moore et al., 2006), la sévérité des changements comportementaux

ne semble pas liée a I’ampleur de ’atteinte AP (Head et al., 2005).

La pathogénése derriére le SDC reste largement incomprise et des études permettant de faire le
lien entre les signes cliniques et le degré d’atteinte cérébrale sont encore nécessaires chez le chien
et le chat. Par ailleurs, il semblerait exister des différences interraciales dans la dynamique des

dépots AP (Head et al., 2000) mais la plupart des études étant menées sur une seule race, de telles

différences sont difficiles a mettre en évidence. Enfin, il existe assez peu d’études chez le chat par
rapport aux chiens et la topographie ainsi que la dynamique des dépdts doivent encore étre

précisées par de nouvelles études.

C. Changements neurovasculaires

Bien que I’arthérosclérose, I’ischémie et les hémorragies cérébrales soient plus rares chez le chien
ou le chat que chez I’Homme, de nombreuses modifications vasculaires et périvasculaires peuvent

étre objectivées chez des animaux ages.

Plusieurs études ont montré la présence d’angiopathie cérébrale amyloide (ACA) dans les
vaisseaux méningés et parenchymateux du cortex chez le chien a4gé (Cummings et al., 1993 ;
Rofina et al., 2003 ; Czasch et al., 2006 ; Ozawa et al., 2016 ; Schiitt et al., 2016). Un marquage
important le long des capillaires a été décrit (Schitt et al., 2016) or il est intéressant de noter

qu’une corrélation entre I’ACA des capillaires et la maladie d’Alzheimer a été établie (Attems et

al., 2004). D’autre part, la répartition de I’ACA dans les parois des capillaires est généralement

différente de celle des plaques extracellulaires (Ozawa et al., 2016 ; Schiitt et al., 2016) ce qui

pourrait suggérer que les mécanismes a I’origine de la formation de ces 1€sions ne sont pas les

mémes (Charidimou et al., 2012). L’ ACA chez le chien est particulierement présente au niveau

du cortex occipital comme chez ’Homme (Attems et al., 2005) mais ces dépdts vasculaires sont

aussi retrouvés dans le cortex entorhinal, I’hippocampe et le cortex frontal (Schmidt et al., 2015).

Chez le chat, plusieurs études rapportent la présence de dépots de peptides AP dans la paroi des

vaisseaux (Head et al. , 2005, Gunn Moore et al., 2006) bien qu’ils n’aient pas été observés dans

une étude plus récente sur 25 individus agés de 50 jours a 22 ans (Chambers et al., 2015).

Parmi les autres altérations du systéme vasculaire cérébral, le vieux chien peut également
présenter des infarcti lacunaires du noyau caudé et du thalamus sans cause métabolique,

endocrinienne ou maladie hypertensive mises en évidence (Goncalves et al., 2011). Dans une
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étude longitudinale, la fréquence de ces 1ésions augmente avec 1’age (Su et al., 2005) et si ce type

de Iésions a pu étre induit expérimentalement chez des beagles par occlusion de 1’artére cérébrale

moyenne proximale, la cause de leur apparition naturelle n’a pas été identifi¢e (Liu et al., 2012).

Chez le chat, la présence de microhémorragies, d’infarcti des vaisseaux périventriculaires et
d’artériosclérose non lipidique (fibrose des parois vasculaires, prolifération endothéliale et
minéralisation) est rapportée chez des individus agés (Dimakopoulos et al., 2002 ; Landsberg et
al., 2005).

Il serait intéressant d’investiguer plus en détail sur la prévalence de telles modifications chez les
animaux agés, le lien avec d’éventuelles conséquences cliniques mais aussi sur le role de la rupture
de la micro-vascularisation et de I’altération de la barriére hémato-céphalique dans la

physiopathologie du SDC.

D. Pathologie Tau

Une accumulation de protéines tau hyper-phosphorylées conduisant a une agrégation sous forme

d’enchevétrements neurofibrillaires a lieu lors de la maladie d’ Alzheimer (Braak et al., 1998). Le

dysfonctionnement de la protéine tau entraine une perturbation des fonctions structurales et
régulatrices du cytosquelette et provoque une modification de la morphologie du neurone, des
perturbations du transport axonal et donc une altération de la fonction synaptique (Roy et al.,
2005).

Bien que la séquence de la protéine tau soit tres conservée entre I’Homme et le chien avec 80 a

90% d’homologie (Schmidt et al., 2015), une étude a montré que le chien présente des sites de

phosphorylation de la protéine tau potentiellement différents de ceux de la protéine tau humaine
(Wegiel et al., 1998).

La présence ou non d’une pathologie tau dans le SDC est controversée chez le chien. En effet,
peu d’études rapportent la présence de dégénérescence neurofibrillaire (DNF), de fibres tortueuses

ou de plaques neuritiques (Uchida et al., 1992 ; Papaioannou et al., 2001 ; Schmidt et al., 2015,

Smolek et al., 2016) par rapport a celles qui n’en rapportent pas (Cummings et al., 1993 ; Satou et
al., 1997 ; Head et al., 1998, 2000 ; Pugliese et al., 2006 ; Yu et al., 2011 ; Schiitt et al., 2016).

Cependant, de plus en plus de preuves sont apportées grace aux techniques

immunohistochimiques qui montrent que le chien présente tout de méme une hyper-
phosphorylation de cette protéine sans précipitation visible aux colorations argentiques classiques,

de la méme facon que pour les neurones au stade pré-DNF (Kuroki et al., 1997 ; Pugliese et al.,

2006 ; Yu et al., 2011). Deux études plus récentes montrent méme la présence de structures

fibrillaires associées a un immunomarquage de la protéine tau hyper-phosphorylée analogues a la
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DNF (Schmidt et al., 2015 ; Smolek et al., 2016). Néanmoins, toutes les études réalisées par

immunohistochimie ne révélent pas d’immunomarquage positif (Cummings et al., 1993 ;
Cummings et al., 1996b ; Schutt et al., 2016).

Plusieurs hypothéses peuvent étre émises pour expliquer la faible occurrence de DNF chez le
chien. D’une part, il est possible que 1’espérance de vie du chien ne soit pas suffisante pour
permettre I’apparition de DNF, ce qui expliquerait 1a présence quasi-exclusive de neurones a un
stade analogue au stade pré-DNF. Cependant, il a été montré que 1’accumulation de protéine tau

chez ’Homme peut commencer trés tot (Braak et al., 2011). Une autre étude a montré que les

souris transgéniques pour le gene APP ne développent pas de DNF, méme a 24 mois, car la
formation de DNF nécessiterait la présence de protéine tau humaine (Umeda et al., 2014). En

effet, le croisement avec des souris transgéniques exprimant la protéine tau humaine normale non
hyper-phosphorylée donne une génération de souris présentant une DNF des 18 mois L’autre
possibilité est que la protéine tau du chien ne présente pas les mémes sites de phosphorylation ce
qui lui confere des propriétés différentes et limite son agrégation (Wegiel et al., 1998).

Si les premieres études chez le chat n’ont pas permis de mettre en évidence la présence de DNF

(Braak et al., 1994 ; Kuroki et al., 1997), des techniques d’immunohistochimie montrent une

hyper-phosphorylation des protéines tau avec des anomalies qui sont tres similaires a celles
retrouvées chez les patients souffrant de la maladie d’ Alzheimer (Head et al., 2005 ; Gunn Moore
et al., 2006 ; Chambers et al., 2015 ; Fiock et al., 2019). En effet, la distribution et la morphologie

des neurones présentant une accumulation intracellulaire de protéines tau hyper-phosphorylées

sont trés proches de celles observées chez I’ Homme (Head et al., 2005 ; Chambers et al., 2015)
et les épitopes de la protéine qui sont phosphorylés recoupent ceux présents chez I’Homme

(Chambers et al., 2015 ; Fiock et al., 2019). Par ailleurs, on note également une fréquence

augmentée de crises convulsives chez les chats présentant une hyper-phosphorylation de la

protéine tau (Gunn Moore et al., 2006).

La présence et la nature de la pathologie tau chez le chien et le chat restent donc encore
aujourd’hui partiellement incomprises or 1’occurrence naturelle de ces modifications lors du
vieillissement ferait de ces animaux des modéles de choix pour étudier cet aspect de la maladie
d’Alzheimer d’ou I’importance de mieux comprendre comment ces changements peuvent se
mettre en place chez les carnivores domestiques, et de savoir si ce phénomene est liée au SDC ou

s’il s’agit d’un processus indépendant associé au vieillissement.
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E. Neuro-inflammation et dommages oxydatifs

Il semblerait que la microglie joue un rdle important dans la pathogénese de la maladie

d’Alzheimer et d’autres maladies neurodégénératives (Schwab et McGeer, 2008 ; Heneka et al.,

2015). Cependant, le r6le de la neuro-inflammation dans le SDC est relativement peu documentg.

Une augmentation du nombre de cellules microgliales est rapportée dans le cortex frontal et

I’hippocampe ventral chez le chien 4gé (Schmidt et al., 2015) et plus précisément dans le gyrus

denté (Hwang et al., 2008) ainsi que dans la substance blanche sous-corticale (Uchida et al.

1992). Outre cette microgliose, une augmentation de la fixation des marqueurs astrocytaires
associee a une hyperreactivité astrocytaire est également décrite dans bon nombre d’études
(Shimada et al., 1992 ; Uchida et al.,1992 ; Papaioannou et al., 2001 ; Schmidt et al., 2015 ;

Ozawa et al., 2016). La réaction astrogliale semble donc faire partie du vieillissement chez le

chien (Shimada et al., 1992 ; Ozawa et al., 2016). Elle est notamment décrite dans les noyaux

sous corticaux et le noyau central du cervelet, certains noyaux du tronc cérébral, la substance grise

de la moelle spinale, le thalamus, le cortex cérébral et cérébelleux ainsi que 1I’hippocampe et la

substance blanche cérébelleuse (Shimada et al., 1992). Chez le chat 4gé, une augmentation du
nombre d’astrocytes ainsi que de I’'immunomarquage de la protéine acide fibrillaire gliale (GFAP)

est observée dans le cortex cérébral et cérébelleux (Zhang et al., 2006 ; Zhang et al., 2011). De

plus, le nombre d’oligodendrocytes augmente également dans le cerveau et le cervelet (Ozsoy et
Haziroglu, 2010).

Plusieurs études semblent indiquer que cette activation de la microglie n’est pas liée spatialement

avec le dépot de plaques AP (Cummings et al., 1996b ; Rofina et al., 2003 ; Pugliese et al., 2006).
Cependant une autre étude tend a montrer une association entre I’activation gliale et les dépbts
AP et/ou la pathologie tau. Une réaction astrocytaire et microgliale est décrite au sein des déepots
AP et pyroglutamylés du cortex frontal. L’équipe rapporte également une corrélation spatiale entre
les structures présentant une hyper-phosphorylation de la protéine tau et les astrocytes
réactionnels. La relation avec les cellules microgliales est toutefois moins forte que chez I’Homme

(Schmidt et al., 2015). Si peu de travaux s’intéressent au lien entre les déficits cognitifs chez le

chien et la présence d’une réaction inflammatoire, une corrélation entre la réaction astrocytaire

(Pugliese et al., 2006 ; Ozawa et al., 2016) et microgliale (Ozawa et al., 2016) avec le déficit

cognitif associé au SDC a été mentionnée. Chez le chat, aucune étude ne s’est encore

spécifiqguement penchée sur la question.

Par ailleurs, la production de radicaux libres peut entrainer des dommages oxydatifs sur les

protéines, lipides ou acides nucléiques. Ces dommages pourraient étre la cause d’une dysfonction
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neuronale voire d’une mort cellulaire. Dans la maladie d’ Alzheimer ces dommages oxydatifs sont
particuliérement évidents et une hausse significative de 1’oxydation des protéines, de la
peroxydation des lipides et de I’oxydation de I’ADN et des ARN a été objectivée (Smith et al.
2000 ; Montine et al., 2002 ; Butterfield et al., 2007 ; Lovell et Markesbery, 2007 ; Skoumalova

et al., 2011). Dans le cerveau du chien, I’accumulation de groupes carbonyles (comme un reflet

des dommages oxydatifs) augmente avec 1’age (Head et al., 2002 ; Skoumalova et al., 2003). Une

association entre la peroxydation des lipides (Papaioannou et al., 2001 ; Head et al., 2002 ; Rofina

et al., 2006) ou les dommages oxydatifs de ’ADN et de I’ARN et I’age a aussi été rapportée
(Rofina et al., 2006). Certains résultats suggérent une production intensive de radicaux libres dans

le cerveau des chiens avec une atteinte cognitive par rapport a des chiens contréles du méme age

(Skoumalova et al., 2003 ; Rofina et al. 2006). De méme, un taux plus important de dommages

oxydatifs des protéines et une diminution de la capacité antioxydante endogéne ont aussi été
associés a une altération de I’apprentissage spatial et dépendant du cortex préfrontal chez des

chiens agés (Opii et al., 2008). Cet aspect du vieillissement reste encore a explorer chez le chat.

La neuro-inflammation et les dommages oxydatifs jouant un réle important dans certaines
maladies neurodégénératives chez I’Homme, il est intéressant de voir dans quelle mesure ces
changements se mettent en place dans le cerveau des carnivores domestiques. En outre, d’autres
études sont nécessaires pour déterminer s’il existe un lien entre ces modifications et 1’altération

des fonctions cognitives liée a I’age.

Il. Projet d’étude du vieillissement cérébral physiologique chez
le chat et le chien et du syndrome de dysfonction cognitive

chez le chien

Si le vieillissement des carnivores domestiques a été au centre de nombreuses études, un certain
nombre de questions restent en suspens. Le but de ce projet est donc d’aider a mieux comprendre
les modifications qui se mettent en place au cours du vieillissement physiologique a différentes
échelles, et notamment chez le chat pour lequel moins d’études sont disponibles, grace a la mise
en ceuvre de plusieurs approches complémentaires. Il vise aussi a établir un lien entre le SDC et
les lésions cerébrales qui peuvent y étre associées, en particulier dans 1’optique d’¢laborer de

nouvelles pistes diagnostiques et thérapeutiques.
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1. Evaluation volumétrique par IRM des ventricules latéraux, noyaux
caudés, hippocampe et cervelet et évaluation de la surface de I’adhésion

interthalamique chez des chats jeunes et agés

A. Contexte

L’imagerie par résonance magnétique constitue une technique de choix dans 1’étude du systéme
nerveux central. Cette approche non invasive permet a la fois d’évaluer 1’anatomie normale mais

aussi certains changements pathologiques des tissus.

Chez I’Homme, de nombreux changements structuraux liés au vieillissement peuvent étre
visualisés de cette maniére. La plupart des études rapportent une diminution globale du volume
cérébral avec des différences importantes selon les régions (Lockhart et DeCarli, 2014). Parmi les

manifestations les plus visibles de 1’atrophie cérébrale, I’augmentation de la taille des ventricules
se retrouve chez de nombreuses especes dont le chien. Chez ce dernier, I’épaisseur de 1’adhésion
interthalamique semble également étre un bon critére d’évaluation de I’atrophie cérébrale (Noh et

al., 2018). L hippocampe, du fait de son implication dans la mémoire, a été au ceeur de nombreux

travaux et il semble étre une cible privilégiée du vieillissement chez I’Homme avec une

diminution du volume hippocampique li¢e a 1’age (Lockhart et DeCarli, 2014). Cette diminution

de volume est encore sujette a débat chez le chien (Tapp et al., 2004 , Kimotsuki et al., 2005). En

outre, si ces modifications existent chez des individus agés a priori sains, elles sont plus marquées
chez des patients atteints de maladies neurodégénératives et notamment de la maladie

d’Alzheimer (Apostolova et al., 2012) ce qui semble aussi étre le cas chez les chiens atteints du

SDC par rapport a des individus du méme &ge. Par ailleurs, bien que moins souvent étudiées, des

modifications de volume ont également été décrites pour d’autres structures telles que les noyaux

caudés ou la substance grise cérébelleuse (Raz et al., 2005).

Chez le chat, de précédentes études se sont intéressées a 1’anatomie cérébrale en utilisant I’'IRM a
1,5 Tesla et ont permis de constater que, si certaines structures ne peuvent pas étre visualisées,

d’autres telles que les noyaux caudés sont facilement identifiables (Mogicato et al., 2012).

Cependant, il n’existe pas d’études qui s’intéressent spécifiquement aux modifications de volume
de ces structures chez le chat agé. Pour autant, des méthodes histologiques ont permis de mettre
en évidence des altérations liées a 1’dge au niveau de ces régions. Parmi ces changements, une

perte de neurones est décrite au niveau du cervelet chez le chat agé (Zhang et al., 2006). Plusieurs

études suggerent également une atteinte des noyaux caudés avec une perte neuronale et une baisse
de la densité synaptique (Levine et al., 1986, 1987, 1988a et b).
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Il est intéressant de comparer les images obtenues par IRM entre des individus jeunes et agés pour
voir, d’une part, Si les modifications identifiées chez I’Homme et chez le chien se retrouvent
également chez le chat et, d’autre part, si les modifications qui ont pu étre mises en évidence a

1’échelle microscopique ont un retentissement a 1’échelle macroscopique.

B. Matériel et méthode

Sujets

L’étude est menée sur 12 chats européens. Ces chats ont été regroupés selon leur 4ge avec d’un
coté 6 chats (3 méles et 3 femelles) de 3 a 4 ans et de 1’autre 6 chats (3 méales et 3 femelles) de 10
a 11 ans. Les 6 chats les plus agés ont été cédés par la société Avogadro tandis que les 6 jeunes
adultes proviennent du service de parasitologie de 1I’Ecole Nationale VVétérinaire de Toulouse. Ces
chats sont tous hébergés en groupe avec une alimentation et un accés a I’eau ad libitum. Des
examens cliniques réguliers permettent de controler leur état de santé et aucune anomalie n’a été
mise en évidence avant 1’acquisition des images, hormis une masse abdominale pour I’un des

individus du groupe des chats ages.
Acquisition des images IRM

Les chats ont été profondément sédatés avec un protocole a base d’a2 agoniste : médétomidine
(DomitorNP) a 40pg/kg en intraveineuse ou en intramusculaire si la pose d’un cathéter n’était pas
possible a cause du tempérament de I’animal, de benzodiazépine : diazépam (Valium\P) a

0,2mg/kg en intraveineuse et d’un opioide : butorphanol (ButadorNP) a 0,4mg/kg en intraveineuse.

La respiration de 1’animal est contr6lée visuellement pendant la procédure. Si I’animal présente
des signes de réveil au cours de I’acquisition, une nouvelle injection avec une demi-dose de
médetomidine est réalisée. Les chats sont placés en décubitus sternal dans un appareil d’IRM 3
Tesla Philips (plateau technique IRM 3T de I’'UMR 1214 ToNIC, pavillon Baudot CHU Purpan)
avec la téte dans une antenne utilisée pour 1’imagerie de I’articulation du coude en médecine
humaine. Une pastille de tocophérol est scotchée sur la droite de la téte afin de latéraliser les
acquisitions. Deux sequences sont réalisées : une pondération T1 et une pondération T2 dont les

parameétres sont présentés dans le tableau suivant :
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Tableau 1 : Parametres utilisés pour les séquences IRM

Acquisition TE TR Résolution Taille Matrice  FOV
(ms) (ms) (mm?3) (mm?3)
T1 3,69 81 1x1x1 192x192x150 192x192x150
T2 260 2500 1x1x1 144x144x153 144x144x153

TE : temps d’écho ; TR : temps de répétition

Aucun prétraitement n’est fait sur les images pour éviter de les lisser et de rendre la segmentation

plus délicate au vu de la faible résolution.
Délimitation des structures d’intérét (Annexe 1)

Les différentes structures d’intérét sont délimitées sur le logiciel ITK-SNAP. Le volume de
I’encéphale, du cervelet, des noyaux caudés, de 1I’hippocampe ainsi que la surface de 1’adhésion
interthalamique sont obtenus aprés segmentation manuelle sur les images en pondération T2,

tandis que le volume des ventricules latéraux est obtenu a partir des images en pondération T1.

Les limites des différentes structures ont été définies a partir d’atlas d’IRM (Gray-Edwards et al.,

2014) et de coupes histologiques (brainmaps.org).

Concernant les reperes utilisés pour définir les limites de certaines structures dans cette étude, la
limite caudale de 1’encéphale est définie comme le plan vertical tangent a la limite caudale du
cervelet. Pour I’hippocampe, la limite rostro-ventrale de la structure n’étant pas suffisamment
nette pour permettre une délimitation précise, une limite arbitraire définie par un plan horizontal
passant par la ligne joignant la partie la plus rostrale des bulbes olfactifs a la limite dorsale du
tronc cérébral au niveau du foramen magnum sur la coupe sagittale la plus centrale est utilisée
(Figure 2). Enfin, la surface de 1’adhésion interthalamique est définie comme la moyenne de la

surface sur les deux coupes sagittales les plus centrales.

Figure 2 : Limite utilisée pour la délimitation ventrale de I’hippocampe

Coupe sagittale centrale du cerveau en pondération T2, la ligne rouge joint la partie rostrale des bulbes olfactifs a
la limite dorsale du tronc cérébral au niveau du foramen magnum, la segmentation de I’hippocampe est stoppée
ventralement au plan horizontal passant par cette ligne

27



Analyse statistique

Apres avoir contrélé la normalité de la distribution au sein des groupes avec un test de Shapiro-
Wilk et par inspection visuelle du Q-Q plot, 1’égalité des variances est Vérifiée par un test de
Fisher. Si les données sont normalement distribuées et que les variances sont égales, un test de
Student permet de rejeter ou non I’hypothése selon laquelle la moyenne des deux groupes est
égale avec un risque o a 0,05. Dans le cas ou les variances sont différentes, un test d’ Aspin-Welch

est réalisé afin de comparer les moyennes.

Pour les structures paires, un ratio d’asymétrie est également calculé de la maniére suivante :

Volume de la structure la plus grande—volume moyen de la structure chez lrindividu
Volume moyen de la structure chez l'individu

100 *

Ces ratios sont ensuite comparés entre les deux groupes en suivant la méme démarche que
précédemment.

Fiabilité de I’analyse

Afin de contrdler la fiabilité des estimations de la taille des différentes structures, 3 chats sont
choisis aléatoirement parmi les 12 chats de 1’étude et un second opérateur non expérimenté
redélimite les mémes structures. Le second opérateur a accés aux meEémes ressources
documentaires et a préalablement délimité ces mémes structures sur 2 autres chats de I’étude en
suivant les instructions du premier opérateur. Ensuite, les résultats des deux opérateurs sont
compareés en utilisant la méthode de Bland et Altman afin de définir le biais de la mesure et les
limites de concordance. Les valeurs obtenues par cette méthode sont pondérées par la taille

moyenne de chaque structure pour pouvoir les comparer entre elles.
C. Résultats

La premiére étape consiste a déterminer si la méthode utilisée pour la segmentation permet une
mesure objective des différentes structures. Les limites de concordance qui correspondent a
I'intervalle dans lequel sont comprises 95 % des différences entre les deux opérateurs sous
I'nypothése que leur distribution suive une loi normale, sont relativement étroites et le biais est
plutot faible (Tableau 2). En effet, ces intervalles vont de -0,6 a +0,2% pour le cervelet jusqu’a -
18,7 a +9,7% pour I’adhésion interthalamique. A noter que le fait que I’intervalle soit plus large
pour I’adhésion interthalamique ne refléte pas tant la difficulté & définir les limites de la structure
que sa petite taille qui entraine une différence proportionnellement plus importante méme si elle
n’est que de quelques voxels. Il semblerait donc que la méthode utilisée pour délimiter les

différentes structures soit relativement fiable et peu dépendante de 1’opérateur. Cependant, au vu
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du faible échantillon d’individus utilisés pour eévaluer la fiabilité de 1’analyse, il convient d’étre

prudent quant a I’interprétation de ces valeurs comme en témoignent les intervalles de confiance

des bornes des limites de concordance qui sont trés larges.

Tableau 2 : Biais et limites de concordance de 1 *évaluation des structures par les deux opérateurs pondérés par la
taille moyenne de la structure chez les 3 sujets sélectionnés

Structure

Biais

1C95 du biais

Limites de
concordance

1C95 de la borne
inférieure des limites
de concordance

IC95 de la borne
supérieure des limites
de concordance

Ventricules latéraux

0,014

[-0,079 ; 0,109]

[-0,060 ; 0,089]

[-0,244 ; 0,125]

[-0,096 ; 0,271]

Hippocampe

- 0,015

[-0,077 ; 0,047]

[-0,064 ; 0,034]

[-0,187 ; 0,059]

[-0,089 ; 0,157]

Noyaux caudés

0,001

[-0,054 ; 0,055]

[-0,042 ; 0,044]

[-0,149 ; 0,065]

[-0,063 ; 0,151]

Cervelet

0,002

[-0,007 ; 0,003]

[-0,006 ; 0,002]

[-0,015 ; 0,004]

[-0,007 ; 0,012]

Adhésion interthalamique

- 0,048

[-0,230 ; 0,134]

[-0,189 ; 0,097]

[-0,550 ; 0,167]

[-0,264 ; 0,457]

Aprés avoir contrélé que les volumes (ou surfaces) estimés soient fiables, la prochaine étape

consiste a comparer le volume total de I’encéphale entre les deux groupes et aucune différence

n’est mise en évidence (Figure 3).

Figure 3 : Comparaison du volume de
I’encéphale entre les individus du groupe de chats
jeunes et agés
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Volume {(mm3)
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Jeune
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0,6654

Groupe

Wieux

Volume de I’encéphale des chats jeunes et ,
la moyenne et I’erreur standard apparaissent en
noir pour les deux groupes

Ensuite, le volume (ou la surface) des différentes

structures qui ont été segmentées, est pondéré par

le volume de I’encéphale de I’individu puis les

deux groupes sont comparés. Aucune différence

significative n’est mise en évidence pour le

cervelet, les noyaux caudes ou I’hippocampe

(Figure 5).
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Concernant les ventricules latéraux, la dispersion
des valeurs est bien plus importante chez les chats
les plus agés, ce qui empéche de rejeter I’hypothése
selon laquelle la moyenne est différente entre les
deux groupes (p-value : 0,2298) (Figure 5) et ce,
notamment car 1’'un des chats dgés présente une
hydrocéphalie majeure (Figure 4). Cependant, en
excluant cette valeur de nos données et en
comparant a nouveau les deux groupes, I’hypothése
d’égalité¢ des deux moyennes peut étre rejetée avec
un risque a a 5% (p-value : 0,0459) (Figure 5) et un
intervalle de confiance a 95% qui situe cette

Figure 4 : Segmentation des ventricules latéraux
chez I’individu présentant une ventriculomégalie

Coupe axiale du cerveau en pondération T1, la
zone en rouge correspond a la segmentation des
ventricules latéraux

augmentation de volume entre 25,2% et 293% (Figure 6). 1l y a donc trés vraisemblablement un

élargissement des ventricules latéraux lors du vieillissement mais on note une grande

hétérogéneéité au sein de notre échantillon de chats agés avec des chats qui vont avoir des

ventricules de taille similaire a ceux des chats plus jeunes tandis que d’autres présentent des

ventricules de taille trés augmentée.
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Figure 5 : Comparaison de la taille des différentes structures cérébrales entre les individus du groupe
de chats jeunes et agés
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chaque point représente un individu, la moyenne et I’erreur standard apparaissent en noir pour les deux groupes.

Par ailleurs, la surface de I’adhésion interthalamique est réduite chez les individus les plus agés
par rapport aux jeunes adultes (Figure 5) traduisant probablement, tout comme 1’élargissement
des ventricules, un phénomeéne d’atrophie corticale. L’intervalle de confiance a 95% de la

diminution de la surface chez les individus agés situe cette baisse entre 7,8 et 38,1% (Figure 6).

Figure 6 : Intervalles de confiance & 95% des différences de taille des structures entre les chats
agés par rapport aux individus plus jeunes

#— Noyaux caudés
Cervelet
Ventricules latéraux

P Hippocampe

8— Adhésion
intherthalamique

Les valeurs de I’intervalle de confiance ont été normalisées par rapport a la taille moyenne
de la structure correspondante chez les chats jeunes.
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Concernant I’asymétrie des différentes structures, il est intéressant de noter qu’aucune différence
n’est mise en évidence entre les deux groupes mais également que, si I’hippocampe et les noyaux
caudés sont globalement trés symétriques, il semble fréquent que 1’un des ventricules latéraux soit
plus large que son homologue controlatéral et ce méme chez des sujets a priori parfaitement sains
(Figure 7).

Figure 7 : Comparaison de 1’asymétrie des structures paires entre les individus du groupe de chats
jeunes et agés
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Ratio d’asymétrie moyen chez les individus jeunes et ageés, les barres d’erreurs représentent
I’erreur standard

D. Discussion et perspectives

L’un des avantages des modeles animaux de grande taille est de pouvoir utiliser le méme matériel
et de se baser sur les mémes séquences d’acquisition que chez I’Homme. Les acquisitions T1 et
T2 ont donc été mises en place de facon a rester le plus proche possible des séquences réalisées
chez I’'Homme. Cependant, du fait de la moindre taille de I’encéphale du chat, moins de signal est
récupére : une résolution de 1 mm isotrope permet d’avoir une résolution spatiale correcte tout en

ayant un bon rapport signal sur bruit.

La mise en place d’une sédation profonde pour I’acquisition des images peut étre discutée. Les
protocoles expérimentaux récents proposent une anesthésie volatile a I’isoflurane associée a une

intubation endotrachéale et une ventilation mécanique assistée (Carrera et al., 2015). Ces études

recommandent aussi un monitoring complet (suivi de pression artérielle, ECG, température
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rectale...). L’IRM du CHU de Purpan (Toulouse) ne dispose cependant pas encore du matériel

anesthésique amagneétique dédié a 1I’animal, nécessaire a la réalisation de ce type d’anesthésie.

L’absence de template et les différences de contraste ne sont pas suffisantes pour permettre une
segmentation informatique, il est donc nécessaire de délimiter chaque structure d’intérét
manuellement. Par rapport & la taille du cerveau du chat, la résolution spatiale des images obtenues
reste limitée, ce qui rend la segmentation de certaines structures complexe et notamment quand
elles sont de petite taille. D’autre part, il existe relativement peu d’atlas IRM permettant de
connaitre précisément I’anatomie normale des différentes structures cérébrales. Les limites de
certaines régions telles que le thalamus ou la substantia nigra n’ont ainsi pas pu étre définies de
maniere fiable et ces structures n’ont pas été inclues dans 1’étude. La délimitation de I’hippocampe
sur des images d’IRM chez le chat a fait I’objet d’une étude qui conclut a une difficulté voire une

impossibilité de définir clairement la portion ventrale de cette structure (Gruber et al., 2019).

Ainsi les auteurs suggérent d’utiliser une limite arbitraire comme cela a déja pu étre fait chez
I’Homme et le chien. C’est pourquoi, deux points facilement identifiables et dont la position varie
peu d’un individu a I’autre ont été retenus pour définir une limite afin d’avoir une estimation
reproductible rendant possible la comparaison entre individus. De ce choix découle une sous-
estimation du volume hippocampique et en particulier de la région subiculaire or, chez I’Homme,
des études ont permis de montrer que certaines régions hippocampiques et notamment CA1, CA3

et le subiculum étaient plus sensibles aux effets du vieillissement (Uribe et al., 2018), il ne peut

donc pas étre exclu que des modifications de volume interviennent dans la partie ventrale de
I’hippocampe qui n’a pas pu étre évaluée. Concernant le cervelet et les noyaux caudes, leur
délimitation est relativement aisée. Si des modifications, et notamment une perte de neurones, ont
été constatées dans de précédentes études, ces changements n’ont a priori pas de répercussion sur
le volume de ces structures. De maniere assez surprenante, aucune modification du volume total
de I’encéphale n’a pu étre mise en évidence entre les deux groupes. En revanche les ventricules
latéraux sont élargis et 1’adhésion interthalamique est de taille réduite chez les individus les plus
agés, or ce sont de bons critéres d’évaluation de ’atrophie cérébrale chez le chien. Chez le chat,
méme si la diminution du volume total de I’encéphale n’est pas mise en évidence sur les images
IRM, il y aurait malgré tout une atrophie cérébrale liée a I’age dont il serait intéressant de définir
si, comme chez I’Homme ou le chien, elle est plus marquée pour certaines régions. Par ailleurs, il
est intéressant de constater la grande hétérogénéité qui peut exister dans 1’élargissement des
ventricules latéraux au sein des chats de 1I’é¢tude méme s’il est important de noter que la taille des
ventricules peut varier considérablement entre des individus de la méme race et entre les races

sans pour autant affecter leurs caractéristiques cognitives.
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Le nombre d’animaux impliqués dans cette étude reste faible ce qui diminue la puissance des tests
statistiques et ne permet pas de mettre en évidence des différences modérées. Il convient donc de
rester critique vis-a-vis des résultats obtenus et il faudrait confirmer ces conclusions avec un
échantillon plus grand. Dans le cadre de I’évaluation de la fiabilit¢ de la segmentation, les
structures ont été réévaluéees seulement pour trois des chats de 1’étude ce qui ne permet qu’une
estimation peu précise de la concordance des mesures entre deux opérateurs indépendants. 1l serait
intéressant de réévaluer un plus grand nombre d’individus voire de faire appel a un troisiéme
opérateur pour confirmer le caractére objectif des mesures réalisées. Par ailleurs, les chats
considérés comme appartenant au groupe « vieux » dans notre etude sont des chats agés de 10 a
11 ans or certaines modifications ne sont décrites que chez des sujets plus agés. C’est le cas par
exemple de 1’étude de Oszoy et Haziroglu (2010) dans laquelle une atrophie cérébrale et
cérébelleuse n’est décrite que pour des individus de plus de 14 ans, ou I’étude de Fiock et al.
(2019) qui ne prend en considération que des chats &gés de plus de 14 ans. Enfin, il aurait éte
préférable de suivre les mémes animaux au cours du temps pour limiter 1I’influence des variations

interindividuelles mais cela implique de mener une étude sur une durée beaucoup plus longue.

L’imagerie de tenseur de diffusion permet d’évaluer les tractus et I’intégrité microstructurale de
la substance blanche en mesurant la diffusion de 1’eau et indirectement ses restrictions locales

(Lockhart et DeCarli, 2014). Plusieurs études montrent que les mesures de fraction d’anisotropie

semblent bien corrélées avec 1’intégrité des tractus de substance blanche et qu’une diminution de
cette fraction d’anisotropie est observée lors du vieillissement et lors de maladies

neurodégenératives ou cérébrovasculaires (Lockhart et DeCarli, 2014). Des travaux ayant montre

la faisabilité¢ de ’utilisation de I’IRM de diffusion ainsi que celles des tracés tractographiques

chez le chat sain (Martenne, 2019), il pourrait étre intéressant de comparer des individus jeunes

et agés pour essayer de mettre en évidence d’éventuelles différences. Par ailleurs, les hyper-
intensités de la substance blanche sont des anomalies affectant les régions profondes ou
périventriculaires de la substance blanche visibles avec des séquences FLAIR (FLuid-Attenuated
Inversion Recovery). Ces anomalies pourraient résulter de processus pathologiques non
spécifiques tels que la démyélinisation, la gliose ou I’atrophie des axones et leur fréquence est
fortement corrélée a 1’age. Ces anomalies ont aussi été décrites chez le chien agé (Kimotsuki et

al., 2005 ; Tapp et al., 2006). De la méme maniere, il pourrait étre intéressant d’utiliser ce type

de sequence chez des chats jeunes et plus agés pour avoir une évaluation plus approfondie de la
substance blanche. Enfin, lors de la maladie de Parkinson, une accumulation de fer est rapportée
au niveau de la substantia nigra et cette accumulation peut étre visualisée en utilisant certaines

séquences d’IRM (Ghassaban et al., 2019). Or le chat ayant été utilisé comme un modeéle induit
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pour cette maladie (Podell et al., 2003), il serait intéressant de voir si une accumulation de fer

intervient naturellement au niveau de la substantia nigra lors du vieillissement.

2. Etude des modifications microscopiques induites par le vieillissement

par des méthodes d’histologie et d’immunohistochimie chez le chat

A. Contexte

Les méthodes d’histologie et d’immunohistochimie ont déja permis la mise en évidence de
nombreuses modifications cérébrales chez le chien et le chat qui sont en partie semblables a celles
observées chez I’Homme au cours du vieillissement normal ou lors de maladies
neurodégénératives. Cependant les résultats de ces études sont parfois contradictoires et

nécessitent d’étre validés sur des échantillons plus conséquents.

Par ailleurs, 1’un des avantages majeurs des modéles animaux par rapport aux études menées Sur
des sujets humains est de pouvoir combiner plusieurs approches telles que ’IRM et I’histologie
avec les mémes individus. Or chez le chat aucune étude ne s’intéresse a la corrélation entre les
modifications qui peuvent étre observées en imagerie in vivo et les changements qui sont mis en

évidence par des méthodes histologiques au niveau du tissu cérébral.

B. Matériel et méthode

Euthanasie et fixation des cerveaux

Les 6 chats les plus &gés sont euthanasiés a la suite de ’acquisition des images par IRM avec une
injection de pentobarbital (DoléthalNP) a raison de 10 a 15 mL. Aprés la pose d’un cathéter au
niveau de la carotide interne, un ringage des vaisseaux est réalisé¢ a 1’aide d’une pompe avec du
NaCl 0,9% a un débit de 10mL/min pendant 10 minutes, puis la fixation des tissus est réalisée
avec I’injection de formol 10% a raison de 10mL/min pendant 10 minutes. Ensuite, les tétes sont
séparées du reste du corps et immergées dans du formol 10%. Apres fixation des tissus pendant

plusieurs semaines, I’encéphale est délicatement retiré de la boite cranienne.
Préparation et observation des lames

Le cerveau est déshydraté par immersion dans des bains d’alcool de degré croissant pendant une
a deux heures. L’échantillon est ensuite immergé dans deux bains de xyléne durant une a deux
heures puis deux bains de paraffine a 60°C pendant deux puis trois heures avant d’étre placé dans
un moule et inclus en paraffine. Les coupes du bloc de paraffine sont faites avec un microtome

permettant de réaliser des tranches de 5 um d’épaisseur puis recueillies sur des lames de verre.
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Les lames blanches sont déparaffinées avec trois bains de xylene de cing minutes chacun. Les
sections sont lavées dans des bains d’alcool benzylique a 96%, 80% et 70% pendant cing minutes
puis rincées a 1’eau distillée. Les lames sont ensuite colorées a 1’hématoxyline et a I’¢osine en
suivant le protocole du fabriquant. Les lames sont a nouveau déshydratées avec cing a dix bains
dans des solutions alcooliques de degré croissant puis nettoyées dans deux bains de xyléne de
deux minutes. Les coupes colorées sont alors montées entre lame et lamelle avec une résine

synthétique dont l'indice de réfraction est voisin de celui du verre.

Plusieurs sections de bonne qualité incluant différentes régions telles que les bulbes olfactifs, le
cortex frontal, pariétal, temporal et occipital, I’hippocampe, le thalamus, les noyaux caudes la
substantia nigra et le cervelet sont selectionnées. Les lames sont observées au microscope sous la
supervision d’un vétérinaire diplomé du collége européen d’anatomie pathologique et coutumier
de T’histologie du systéme nerveux central des carnivores domestiques pour identifier des
changements dans I’architecture tissulaire ou des modifications cellulaires. Toutes les altérations

ainsi que leur localisation sont consignées.
Immunohistochimie

Apres déparaffinage et réhydratation des lames blanches, le démasquage des antigenes est réalisé
par ’immersion et I’incubation a 95°C dans une solution tampon Tris/Borate/EDTA buffer, pH
8.0-8.5 pendant une demi-heure. Le tissu est délimité a I’aide d’un marqueur hydrophobe pour
réduire la quantité de réactifs utilisés. Apres trois rincages avec une solution tampon Tris-Hcl 0,05
M (pH 7,6) avec 0,2% de Tween-20, le tissu est incubé dans du peroxyde d'hydrogéne 3% pendant
dix minutes pour bloquer I’activité des peroxydases endogéne. Aprés deux nouveaux ringages
avec la solution tampon, le tissu est incubé dix minutes dans du sérum 10% de la méme espéce
que les anticorps secondaires (lapin ou souris) pour limiter le marquage non spécifique. Les
sections sont alors incubées avec 1’anticorps primaire dilué dans la méme solution tampon durant
une heure a température ambiante. Les anticorps utilisés permettent de mettre en évidence la
protéine tau hyper-phosphorylée (hyper-phosphorylation de la Ser?®? et Ser’®) (AT8 (Fisher
Scientific; Cat# MN1020, RRID: AB_223647)) (1 :2000) et la protéine B-amyloide (BioLegend;
Cat# 803003, RRID: AB_2564652) (1:2000). Les lames sont ensuite lavées avec la solution
tampon puis incubées avec un anticorps biotinylé dirigé contre les anticorps primaires (lapin ou
souris) pendant une heure. Aprés quatre ringages avec la solution tampon, les lames sont incubées
avec une solution de streptavidine liée a une peroxydase (Streptavidin-HRP AB_64269) pendant
dix minutes. Aprés quatre nouveaux ringages, les lames sont incubées avec le substrat (DAB
substrate AB_64238) pendant une a dix minutes jusqu’a obtenir la coloration appropriée. Les
sections sont rincées avec de ’eau distillée puis colorées avec de I’hématoxyline pendant une
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minute. Enfin, apres sept a huit ringages a I’eau courante, les lames sont déshydratées puis
montées entre lame et lamelle avec une résine synthétique. Des contrdles sont réalisés en omettant

’anticorps primaire ou I’anticorps secondaire.

L’évaluation du dépot AP et de I’hyper-phosphorylation de la protéine tau se fait en adaptant les
critéres recommandés par 1’association d’Alzheimer de D’institut national du vieillissement

américain (Montine et al., 2012). Cela comprend 1’évaluation de la distribution A par les phases

de Thal (Alafuzoff et al., 2009), de la densité de plaques neuritiques par les criteres CERAD
(Montine et al., 2012) et de la pathologie Tau par les stades de Braak (Braak et al., 2006).

C. Obijectifs et perspectives

L’objectif est d’identifier les modifications architecturales ou cellulaires du tissu cérébral liées a
I’age mais aussi de les quantifier et de localiser d’éventuelles régions plus sensibles aux effets du
temps. Dans le cadre de son utilisation comme mod¢le pour la maladie d’Alzheimer un intérét

particulier est porté au dépot AP et I’hyper-phosphorylation de la protéine tau.

L’inclusion de chats jeunes dans 1’étude est également prévue afin d’avoir pour point de
comparaison des chats de la méme race et ayant évolué dans les mémes conditions de vie.
L’utilisation d’autres marqueurs permettant par exemple de mettre en évidence I’activation de
certains astrocytes (GFAP) ou encore les oligodendrocytes (CNPase) pourrait étre envisagée
notamment pour vérifier si ces marquages sont liés spatialement au dép6t AB ou a I’hyper-

phosphorylation de la protéine tau.

3. Création d’une banque de cerveaux canine et évaluation macroscopique
des cerveaux en fonction de I’age et du degré d’atteinte des fonctions

cognitives
A. Contexte

Le chien a fait I’objet de nombreuses etudes qui ont souligné son intérét en tant que modéle dans
le vieillissement physiologique et les maladies neurodégénératives. Cependant, les études menées
sur des animaux de compagnie restent difficiles a mettre en ceuvre car le nombre d’individus
impliqués est souvent limité. Chez ’Homme pour lequel 1’accés a des échantillons de tissu peut
se révéler problématique, des banques de cerveaux ont été développées dans plusieurs pays et
permettent de conserver des échantillons a la suite de donations afin de disposer de suffisamment
de matériel pour mener des recherches fiables. Tres récemment, ce genre de projet a commencé a

étre mis en place pour les animaux de compagnie afin de constituer une base solide d’échantillons
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qui peuvent étre mis a disposition des chercheurs. Néanmoins, il n’existe a I’heure actuelle aucune
banque de cerveaux canine en France et, au vu de I’intérét croissant pour ce modéle, la mise en
place de ce genre de projet peut constituer un atout important pour la recherche en offrant la
possibilité de mener des études sur un grand nombre de cerveaux sans avoir a attendre des

donations de la part de propriétaires.

Par ailleurs, I'une des limites majeures de la recherche sur le syndrome de dysfonction cognitive
est le manque de comparaison entre des individus présentant des atteintes cognitives et des
individus sains du méme age, ce qui rend difficile la distinction entre un vieillissement « normal »
et pathologique. Bien qu’ayant certaines limites, plusieurs questionnaires ont été développés et
pourraient permettre une classification des chiens selon leur degré d’atteinte cognitive méme apres

leur euthanasie.

B. Matériel et méthode

Critéres d’inclusion

Sous réserve d’acceptation du propriétaire, I’encéphale de 1’ensemble des chiens euthanasiés a
I’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse est prélevé mais seuls les chiens pour lesquels une

atteinte du systéme nerveux central a été exclue sont inclus dans cette étude.
Prélévement de I’encéphale

La préparation de la salle et du matériel se fait dans la mesure du possible avant 1’euthanasie Si
celle-ci est programmée afin de pour pouvoir réaliser le préléevement dans un délai minimal aprés
la mort. Le cadavre est transféré en salle d’autopsie et pesé. Apres ouverture du crane, le cerveau

est délicatement extrait en réalisant une incision en aval du tronc cérébral.
Informations sur 1’animal

Une identification du type CN-20-1 indiquant 1’espéce, 1’année et le numéro du prélévement est
attribuée a chaque cerveau. Grace a ce code, il est possible de retrouver dans une base de données
le délai entre ’euthanasie et la fixation de 1’échantillon, 1’age et le motif de 1’euthanasie, les
données médicales disponibles dans le dossier de I’animal lorsqu’il a été suivi a I’Ecole, ainsi que
les réponses & un questionnaire permettant d’évaluer les fonctions cognitives de 1’animal dans
I’année précédant son euthanasie. Ce questionnaire élaboré sur la base des questionnaires de
Salvin et al. (2011a) et de Madari et al. (2015) genéralement utilisés dans le diagnostic du
syndrome de dysfonction cognitive est envoyé aux propriétaires dans les semaines suivant

I’euthanasie si le chien était agé de plus de 7 ans et que le propriétaire accepte de participer a
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I’étude. Il permet d’évaluer a posteriori d’éventuelles modifications qui auraient pu se mettre en

place au cours du vieillissement de 1’animal.
Séparation des différentes parties de ’encéphale

Chaque cerveau est mesuré, pesé et photographié en vue rostrale, caudale, latérale droite et
gauche. Ensuite, un rouleau de gaze est déposé entre les deux hémispheres au niveau de la fissure
longitudinale, le cerveau est placé ventro-dorsalement sur une planche a découper de laquelle il
est séparé par une compresse humide et une incision entre les deux hémispheres est réalisée d’un
seul geste a I’aide d’un couteau en maintenant 1’échantillon parfaitement immobile. La face
médiale de chaque hémisphére est également photographiée. Le tronc cérébral est separé en
incisant avec une lame de bistouri sur la ligne joignant la limite rostrale du collicule rostral et la
limite caudale du corps mamillaire. Le cervelet est alors séparé en sectionnant les pédoncules
cérébelleux. Chaque hémisphére cérébral, moitié de tronc cérébral et moitié de cervelet, est

mesurée et pesée.
Conservation et stockage des échantillons

Les deux moitiés du cerveau sont traitées de manieres différentes, la premiere moitié est congelée
immédiatement aprés sa découpe en tranches de 1 cm d’épaisseur et 1a seconde est fixée dans le
formol avant d’étre découpée et congelée. Ainsi il sera possible d’utiliser un méme cerveau pour
plusieurs techniques expérimentales (4nnexe 2).

Premiére moitié :

Chaque partie du cerveau (hémispheére, tronc cérébral, cervelet) est déposée sur la planche a
découper, la partie rostrale placée contre un support métallique vertical fixé perpendiculairement
a la planche et recouvert d’une compresse. Un dispositif vertical situé a 1 cm du support métallique
permet de faire glisser la lame en restant paralléle au support (Annexe 3). Une tranche de 1 cm
d’épaisseur est découpée en maintenant 1’échantillon avec la deuxiéme main le plus pres possible
du plan de coupe. La tranche est immediatement placée sur une surface froide (plaque en
aluminium au-dessus d’un bac de carboglace). Chaque tranche est identifiée en fonction de la
zone de A a E délimitée par des repéres anatomiques (Annexe 4) et du numéro de la coupe dans
cette zone afin de disposer de reperes relativement bien conserves entre les individus, permettant
de retrouver plus facilement un échantillon donné et ainsi limiter la variabilité induite par la
différence de taille des cerveaux. Entre chaque coupe, la lame du couteau est rincée a I’eau puis a
I’alcool et séchée, la compresse contre le support métallique est changée et I’échantillon est
déplacé au contact du support vertical. Une fois I’ensemble du tissu sectionné, les tranches sont

congelées a-80°C le plus rapidement possible pour limiter la formation d’artefacts de congélation.
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Chague tranche est alors placée dans un sachet en plastique individuel identifié et I’ensemble des
tranches pour un méme cerveau sont regroupées dans une méme boite placée a -80°C.

Deuxieme moitié :

Les différentes parties de I’encéphale sont placées dans une solution a 10% de formol pendant 10
jours a température ambiante. Apres cette étape de fixation, le tissu est tranché de la méme
maniere que pour la premiere moitié. Avant d’étre congelées, les tranches sont placées dans une
solution de sucrose a 15% pendant 2 heures puis 30% pendant 2 heures pour permettre une

cryoprotection.
Analyse des données

Pour limiter les variabilités interraciales, les chiens sont subdivisés en sous-groupes selon leur
type racial : brachycéphales, mésocéphales et dolichocéphales et leur gabarit : moins de 10 kg, de
10 a 30 kg et plus de 30 kg. Ensuite, le poids et la taille des différentes parties du cerveau rapportés
au poids corporel ainsi que la taille des ventricules et la présence et la largeur des différents sulci

sont évalués et comparés en fonction de I’age au sein des différents groupes.

C. Obijectifs et perspectives

Le but est de mettre en place une banque de cerveaux qui permette la conservation d’échantillons
dans les meilleures conditions possibles tout en ayant un délai minimal entre la mort et la fixation
du tissu. Afin de pouvoir mener les études les plus fiables possibles, 1’objectif est également de
collecter le maximum d’informations sur I’animal pour éviter d’éventuels biais. Par ailleurs, une
premiere évaluation macroscopique du tissu cérébral permet de rechercher d’éventuelles
modifications lies & 1’dge mais aussi d’éventuelles différences dans la dynamique du

vieillissement en fonction du type racial ou du gabarit sans dégrader les échantillons.

Il est intéressant de noter que la taille du cerveau du chien ne permet pas de faire de 1’histologie
sur le cerveau entier avec le matériel disponible. Ainsi sur la base de la bibliographie et des
résultats obtenus avec les cerveaux de chat, il sera possible d’identifier des régions ayant un intérét

particulier pour cibler les tranches qui seront utilisées dans de futures études.

Comme évoqué précédemment, le diagnostic clinique du SDC est difficile a établir, et aucune
étude ne s’est pour I’instant intéressée a 1’apport de la neuro-imagerie alors que celle-ci tient un
role primordial dans la démarche diagnostique de la phase prodromique de la maladie
d’Alzheimer chez les patients humains (IRM et TEP 8F-AV45 pour mettre en évidence les dépots

amyloides (Choi et al., 2009)). Mais chez le Chien, les dépbts amyloides sont de nature différente

par rapport a ceux retrouvés chez I’Homme, il n’est donc pas certain que la TEP BF-AV45 puisse
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étre utilisée. Ainsi, il serait intéressant de réaliser une étude préliminaire pour vérifier la liaison
du radiotraceur *F-AV45 ex-vivo par autoradiographie sur des lames d’encéphales de chiens
agés, pour lesquels la présence de dépdts amyloides aura été confirmée en paralléle par
histopathologie.
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ANnexes :

Annexe 1 : Exemples de segmentations réalisées sur les images IRM chez un chat de 10 ans

Segmentation des ventricules latéraux,
coupe coronale en T1

Segmentation des noyaux caudés, coupe
axiale en T2

Segmentation de I’hippocampe, coupe
axiale en T2

Segmentation de 1’adhésion
interthalamique, coupe sagittale en T2

Segmentation du cervelet, coupe sagittale
enT2
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Annexe 2 : Protocole de traitement et de conservation de 1’encéphale aprés retrait de la boite cranienne et
utilisations possibles des deux moitiés d’encéphale

yd

1. Séparation du cerveau en deux, séparation
du tronc cérébral et du cervelet

&
s

2. Découpe en tranches de 1 cm 3’. Découpe en tranches de 1 cm

3. Dépot des tranches sur une surface

Sucrose 4’. Cryoprotection dans du sucrose
froide

)

% g
ﬂ

% %

4. Congélation et stockage a -80°C

. 5’. Congélation et stockage a -80°C
Autoradiographie
Western blot Histologie
Analyse ADN et ARN Immunohistochimie
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Annexe 3 : Montage utilisé pour la découpe des cerveaux en tranches réguliéres de 1 cm d’épaisseur

Support métallique recouvert

Support pour faire glisser la d’une compresse

lame du couteau

perpendiculairement a la
table
A
Planche a découper Marque tous les 1 cm

Annexe 4 : Nomenclature des tranches

1cm

Nom de latranche Al A2 A3 A4 A5/B1B2/C1 C2.. X

zones A B C D E F

Les différentes zones sont définies a partir de repéres anatomiques facilement visualisables a savoir : la limite
craniale du corps calleux, la limite craniale du chiasma optique, la limite craniale de I’adhésion interthalamique,
la limite caudale de 1’adhésion interthalamique et la limite caudale du corps calleux
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TITRE : PROJET D’ETUDE DES CONSEQUENCES PHYSIOLOGIQUES ET PATHOLOGIQUES DU VIEILLISSEMENT SUR
LE CERVEAU DES CARNIVORES DOMESTIQUES
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Résumé :

Aujourd'hui, I'espérance de vie de la population humaine ainsi que celle de nos animaux de compagnie a
considérablement augmenté, conduisant a une hausse significative de la population gériatrique. Or, le vieillissement
est un processus qui s'accompagne d'un certain nombre de modifications de I'organisme et notamment du cerveau.
Le vieillissement cérébral des carnivores domestiques partage de nombreuses similitudes avec celui de 'Homme,
faisant d’eux un modele d’étude particulierement prometteur. Malheureusement malgré plusieurs travaux sur le
sujet, certains points restent encore a élucider. Ce travail a pour objectif de mettre en place un projet d’étude ayant
pour but de compléter et préciser les résultats qui ont pu étre obtenus, mais aussi de créer une banque de cerveaux
afin de faciliter les futures recherches sur le vieillissement du chien. Dans un premier temps, le volume de plusieurs
structures cérébrales d’intérét est déterminé a partir de I'imagerie cérébrale de 6 chats dgés de 3 a4 anset de 6
chats agés de 10 a 11 ans et comparé entre les deux groupes. Ensuite, le tissu cérébral du groupe des chats les plus
agés sera examiné par des méthodes d’histologie conventionnelle et d'immunohistochimie. En paralléle de cette
étude sur les chats, les cerveaux des chiens euthanasiés a I'Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse seront extraits
et conservés dans une banque de cerveaux. Un examen morphologique sera également réalisé afin de mettre en
évidence d’éventuelles différences macroscopiques liées a I’age, mais aussi a I'atteinte des fonctions cognitives
évaluée rétrospectivement par le biais d’'un questionnaire a destination des propriétaires. Les premiers résultats de
I’étude indiquent une diminution de la taille de I'adhésion interthalamique et une augmentation du volume des
ventricules latéraux qui sont des marqueurs d’atrophie cérébrale chez les chats dgés tandis que le volume de
I’hippocampe, des noyaux caudés ou du cervelet ne varie pas entre les deux groupes.

TITLE : STUDY PROJECT OF PHYSIOLOGICAL AND PATHOLOGICAL CONSEQUENCES OF AGING ON THE BRAIN OF
DOG AND CAT

Keywords : aging, brain, dog, cat, MRI, histology, brain bank, cognitive dysfunction syndrome

Abstract :

Life expectancy of human population as well as those of our pets has considerably risen in the last decades leading
to a substantial increase of geriatric population. Aging is a process followed by a great number of changes in the
organism especially in the brain. Cerebral aging of domestic carnivores shares numerous similarities with human
aging and consequently, it represents a promising model. However, despite several studies, certain points are still
unclear. The objective of the present work is to set up a study project in order to complete and precise previous
results while also creating a canine brain bank to provide samples for future studies on dog’s brain. On the one
hand, the volume of different regions of interest is evaluated from MRIs of 6 cats between 3 to 4 years old and 6
cats between 10 to 11 years old and compared between these two groups. Then the brain of the older cats will be
assessed by histological and immunohistological methods. On the other hand, the brains of dogs euthanized for
medical reasons in the clinics of Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse will be removed and stored in a brain bank.
A morphological assessment will be performed to reveal eventual macroscopical changes related with aging but
also with cognitive decline evaluated in retrospect thanks to a questionaire for the owners. The first results show a
decrease of the size of interthalamic adhesion and an increase of the volume of lateral ventricles which are both
markers of cerebral atrophy in aged cats. There is no difference regarding the volume of hippocampus, caudate
nuclei or cerebellum between young and old cats.
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