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Pour décrypter l'évolution du cerveau hominoïde et de ses fonctions, il est essentiel de 
mener des études comparatives chez les primates, y compris chez nos plus 
proches parents vivants. Cependant, de fortes préoccupations éthiques empêchent 
la neuro-imagerie in vivo des grands singes. Nous proposons une approche 
alternative responsable et multidisciplinaire qui relie le comportement à l'anatomie 
du cerveau chez des primates non humains issus de milieux écologiques divers. Les 
cerveaux des primates observés dans la nature ou en captivité sont extraits et fixés 
peu après la mort naturelle, puis étudiés à l'aide de la neuro-imagerie IRM avancée 
et de l'histologie pour révéler les macro- et microstructures. En établissant un lien 
entre la neuroanatomie détaillée et le comportement observé au sein des espèces 
de primates et entre elles, notre approche ouvre de nouvelles perspectives sur 
l'évolution du cerveau. Combinées aux empreintes cérébrales endocrâniennes 
extraites des tomodensitométries des crânes, ces données fournissent un cadre 
pour décoder les changements évolutifs dans les fossiles d'hominines. Cette 
approche est en passe de devenir une ressource clé pour l'étude de l'évolution et 
de la différenciation fonctionnelle des cerveaux d'hominidés.
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Introduction

Une caractéristique frappante de l'espèce humaine est son grand cerveau 
(Buckner et Krienen, 2013) et sa capacité cognitive à utiliser le langage 
(Friederici, 2009). Les primates non humains font également preuve de 
compétences complexes telles que l'utilisation intensive d'outils (Johnson-
Frey, 2004) et une cognition sociale sophistiquée. La question de savoir 
comment les réseaux neuronaux qui soutiennent ces compétences cognitives 
et sociales ont évolué reste sans réponse, principalement en raison du 
manque d'études comparant directement les cerveaux humains et ceux de 
différents primates non humains (PNH), ainsi que les comportements qui 
y sont associés. Si les cerveaux humains sont souvent comparés à ceux de 
singes comme les macaques, des analyses comparatives approfondies 
devraient idéalement englober des informations provenant de nos parents 
vivants les plus proches, les grands singes, en particulier les chimpanzés et 
les bonobos. Les données génétiques suggèrent que les humains et les 
chimpanzés ont partagé un ancêtre commun il y a plus de 6 millions 
d'années (Langergraber et al., 2012). Par conséquent, les chimpanzés 
actuels ne reflètent pas la morphologie ancestrale, mais plusieurs millions 
d'années d'évolution indépendante. Néanmoins, un certain nombre de 
caractéristiques cérébrales macro- et micro-structurelles, comme 
l'expansion du lobe frontal, du lobe pariétal et de certaines parties du lobe 
temporal, ainsi que la différenciation de la myéloarchitecture corticale, font 
que les cerveaux des grands singes sont plus proches des cerveaux humains 
que de ceux d'espèces appartenant à d'autres clades de primates. Cela suggère 
que le cerveau des grands singes présente un certain nombre de dérivations 
évolutives depuis la séparation avec les singes de l'ancien monde, il y a 
environ 20 millions d'années. En outre, les archives fossiles suggèrent que les 
premiers hominines tels que l'Australopithecus afarensis (la célèbre "Lucy") 
avaient des volumes cérébraux et une organisation cérébrale semblables à 
ceux des grands singes (Gunz et al., 2020). Par conséquent, l'analyse des 
cerveaux de nos plus proches parents vivants, les chimpanzés et les 
bonobos, permet d'examiner les résultats du processus d'évolution et peut 
contribuer à éclairer la trajectoire évolutive du cerveau humain (Rilling, 
2014).

Les méthodes in vivo, telles que les enregistrements électrophysiologiques 
invasifs ou la neuro-imagerie de PSN sédatés ou anesthésiés sous soins 
humains, ont permis de mieux comprendre les réseaux neuronaux et les 
structures cérébrales des primates non humains dans le passé (Van Essen et 
Glasser, 2018). Ces méthodes sont toutefois invasives et leur utilisation chez 
nos plus proches parents vivants, les grands singes, a été interdite dans de 
nombreux pays (États-Unis, États membres de l'UE, Royaume-Uni, Japon, 
Nouvelle-Zélande) (Hutson, 2010 ; Kaiser, 2013). Des méthodes alternatives 
sont donc nécessaires pour mieux comprendre la structure du cerveau des grands 
singes. Les avancées récentes placent désormais la neuro-imagerie post mortem de 
cerveaux extraits après la mort naturelle comme une alternative puissante, de haute 
qualité et éthique pour l'étude des structures cérébrales.

Pour découvrir les mécanismes de l'évolution du cerveau des 
hominidés, il est essentiel de comprendre la plasticité exceptionnelle du 
cerveau des primates (Sherwood et Gómez-Robles, 2017 ; Froudist-Walsh et al., 
2018). Les facteurs environnementaux façonnent le cerveau et le 
comportement, ce qui entraîne des variations environnementales entre les 
individus et les populations (Logan et al., 2018). Pour comprendre l'évolution 
du cerveau, il faut donc examiner les cerveaux d'individus ayant vécu dans des 
environnements socio-écologiques variables, notamment l'habitat naturel de 
l'espèce (Bruner, 2019). Les études menées uniquement sur des animaux issus 
d'environnements socio-écologiques similaires, par exemple dans des centres de 
recherche, peuvent limiter et biaiser systématiquement nos connaissances sur la 
neuroanatomie et la plasticité cérébrale des grands singes.

Pour une comparaison complète des comportements et des structures 
cérébrales des primates vivant dans des habitats différents, une approche 
interdisciplinaire est nécessaire, associant l'écologie comportementale, 
l'anthropologie, la neurobiologie, la psychologie, la physique et d'autres 
domaines. Nous présentons ici une telle approche hautement 
interdisciplinaire avec un pipeline de travail

nous permettant de collecter des données in vivo sur le comportement des 
primates, comme la communication vocale et l'utilisation d'outils, un 
échantillonnage de haute qualité de leurs cerveaux post mortem, une neuro-
imagerie et une histologie de pointe ainsi qu'une tomographie computérisée 
des endocastes. Ce pipeline fournit une approche méthodologique pour relier 
le comportement et la structure du cerveau chez nos plus proches parents, 
mais il peut certainement être appliqué à d'autres espèces.

L'approche

Dans ce qui suit, nous présentons d'abord l'approche méthodologique 
générale avec ses différentes unités de recherche de manière schématique 
(Figure 1). Nous décrivons ensuite les différentes méthodes utilisées pour 
chaque unité de recherche. Étant donné les grandes différences entre les 
différentes méthodes utilisées, nous citons la littérature pertinente pour 
chaque méthode séparément pour chaque unité. En outre, nous présentons 
une validation de la méthode utilisée dans chaque unité de recherche à l'aide 
d'un ensemble de données distinct sur des chimpanzés individuels 
provenant de notre réseau cérébral de primates non humains.

Le consortium interdisciplinaire Evolution of Brain Connectivity 
(EBC), qui soutient l'approche méthodologique présentée ici, comprend des 
chercheurs de sept unités de recherche différentes qui travaillent ensemble en 
utilisant le pipeline présenté dans la figure 1, allant des données 
comportementales in vivo aux analyses post mortem du cerveau et du crâne. 
Le processus commence par la collecte de données comportementales sur 
des populations clés, des groupes et des individus de PSN dans différents 
sites de terrain africains, sanctuaires et zoos européens au sein d'un vaste 
réseau sur le cerveau des PSN. Les extractions de cerveaux et de crânes de 
PSN décédés naturellement proviennent d'individus de ce vaste réseau de 
cerveaux de primates non humains. Les cerveaux entrent ensuite dans le 
pipeline pour l'analyse de la structure cérébrale, en commençant par la 
neuro-imagerie à l'aide de techniques avancées de diffusion et d'IRM 
quantitative, en passant par l'histologie avec l'analyse microscopique micro et 
ultra-structurelle. Les crânes entrent dans le pipeline dans l'unité des 
hominoïdes fossiles, où des scanners de pointe reconstruisent les endocastes 
des crânes à l'aide de techniques développées pour les fossiles. Enfin, les 
statistiques bayésiennes prédictives intègrent les données comportementales 
à la structure cérébrale et à la structure des endocastes, ce qui permet de traiter 
les données manquantes. Le caractère unique de la recherche utilisant le 
présent pipeline réside dans le pouvoir prédictif du comportement in vivo sur 
la structure cérébrale post mortem. Les sept unités de recherche fournissent de 
nouvelles données qui permettent d'aborder des questions de longue date 
concernant les variations intra- et inter-espèces, ainsi que l'évolution de la 
structure et des fonctions du cerveau des hominoïdes. Jusqu'à présent, seuls 
les premiers résultats des unités situées au début de la chaîne de recherche 
sont disponibles et publiés. Il s'agit de données comportementales (Kopp et 
al., 2021 ; Girard-Buttoz et al., 2022a,b ; Grampp et al., 2023 ; Bortolato et al., 
2023a,b), de données sur l'extraction du cerveau (Gräßle et al., 2023) ainsi que 
des premières données neuroanatomiques détaillées sur le cerveau d'un 
chimpanzé (Eichner et al., 2023). Les résultats des unités ultérieures de la 
filière ne seront disponibles que plus tard.

Méthodes et applications

Unité de réseau cérébral du PSN

Dans le but d'échantillonner des populations clés de primates ayant 
des socio-écologies différentes, nous avons établi un vaste réseau de cerveaux 
de PSN (figure 2) comprenant des sites de terrain, des sanctuaires et des 
zoos pour les grands singes et les singes. Afin d'évaluer l'étendue des 
variations intra-espèces, notre réseau comprend
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des populations de chimpanzés élevées dans des conditions écologiques et 
sociales très différentes. Par exemple, nous avons obtenu des cerveaux de 
populations de chimpanzés sauvages connues pour être des utilisateurs d'outils 
exceptionnels, ainsi que de populations utilisant peu d'outils. De même, notre 
réseau de zoos et de sanctuaires comprend des chimpanzés exposés à des 
facteurs sociaux et environnementaux variés, susceptibles d'influencer la 
communication et l'utilisation d'outils. Ces différences entre les populations 
nous permettent d'établir un lien entre la variation de l'environnement et de 
l'expérience et la variation de la structure du cerveau et du comportement. 
Pour permettre une comparaison phylogénétique, nous étendons ce réseau à 
d'autres espèces de singes et de singes vivant à l'état sauvage, dans des zoos et des 
sanctuaires, dont certaines ont des capacités connues de communication et 
d'utilisation d'outils (voir tableau 1).

Les partenaires du NHP Brain Network, en collaboration avec les experts 
du consortium EBC, extraient les cerveaux après une mort inévitable en 
suivant des procédures qui garantissent des données IRM et histologiques d'une 
qualité exceptionnelle, avec une validation de la qualité des tissus démontrée 
(Gräßle et al., 2023). Le prélèvement de cerveaux post mortem de grands 
singes en captivité est déjà un défi,1  , mais le prélèvement de cerveaux de 
primates sauvages avec une qualité de tissu adaptée à la neuro-imagerie 
haut de gamme a rarement été réalisé auparavant (Sherwood et al., 2004).

Unité de collecte de données comportementales

L'un des principaux objectifs est d'élucider la fonction possible des réseaux 
cérébraux, leur structure neuroanatomique spécifique, leurs voies d'accès à la 
substance blanche.

1 www.chimpanzeebrain.org

ainsi que leurs régions cibles. Nous évaluons donc le comportement 
d'individus dont nous pourrons plus tard examiner le cerveau. Il s'agit d'un 
défi puisque l'approche EBC est non invasive et que les cerveaux sont 
extraits des individus après leur mort naturelle ou inévitable.

Acquisition de données démographiques, 
écologiques et sur le cycle de vie des individus

Pour chaque individu, nous recueillons des données démographiques et 
des données sur l'histoire de la vie qui peuvent avoir un impact sur le 
développement et l'expression des capacités cognitives, des comportements et 
des structures cérébrales associées. Ces variables comprennent, par 
exemple, la sous-espèce, l'âge, l'histoire de l'élevage, l'histoire de la 
reproduction, la taille et la composition du groupe à différents stades de la 
vie. Nous utilisons les sources disponibles, les données démographiques et 
génétiques, les enregistrements vidéo et audio, les publications et les 
données non publiées fournies par les collaborateurs des projets de terrain, 
des zoos et des sanctuaires. Les variables écologiques comprennent le type 
d'habitat et le niveau d'approvisionnement. En outre, nous avons élaboré 
un questionnaire standard que nos partenaires des zoos et des sanctuaires 
doivent remplir pour les individus décédés dont nous avons obtenu le cerveau 
avant qu'il ne soit possible de recueillir des données comportementales. En 
plus des données démographiques et de l'histoire de la vie, le questionnaire 
demande des évaluations rétrospectives de caractéristiques 
comportementales spécifiques, par exemple la préférence pour les mains, 
l'utilisation d'outils et les aptitudes à la communication.

Collecte de données comportementales sur le 
terrain

Nous utilisons une approche "large filet" pour acquérir plusieurs types 
de données comportementales (vocalisations, utilisation d'outils, 
comportement social, etc.

FIGURE 1
Les cases de cette figure représentent les différents sites d'habitat des animaux (cases plates vertes) et les différentes unités d'experts travaillant sur le projet, du 
comportement in vivo (case turquoise) avant l'extraction du cerveau (case bleue) aux analyses post mortem macro-, micro-structurelles et histologiques du 
cerveau (cases bleu foncé à violettes) et à l'analyse de l'endocast (case violette foncée). Les flèches bleues fortes indiquent la transition des cerveaux après 
extraction vers les unités d'analyse cérébrale respectives dans un ordre séquentiel et les crânes des animaux vers l'unité des fossiles d'hominoïdes. Les lignes 
vertes indiquent les corrélations possibles entre les données comportementales in vivo et les données d'analyse cérébrale post mortem. Les lignes violettes 
indiquent les corrélations entre les différentes analyses structurelles du cerveau. Les lignes violettes foncées vers l'unité fossile hominoïde (boîte violette foncée) 
indiquent les corrélations entre la structure gyrale du cerveau et la forme du crâne. L'unité statistique (encadré rouge) fournit des méthodes permettant d'analyser 
les prédictions en cas de données manquantes dans les mesures respectives qui sont basées sur les données de l'unité comportementale et des unités d'analyse 
du cerveau, indiquées par des lignes rouges.
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TABLEAU 1 Nombre de cerveaux par espèce acquis dans diverses socio-
écologies (à la fin de 2022).

l'évaluation d'un grand nombre d'individus, permettant ainsi de saisir la 
variabilité à travers l'ontogenèse (Estienne et al., 2019 ; Bründl et al., 2021), les 
populations (Whiten et al., 1999 ; Gruber et al., 2009 ; Girard-Buttoz et al., 
2022b) et les espèces (voir la revue dans Girard-Buttoz et al., 2022a). Pour 
ce faire, les données sont tout d'abord collectées auprès d'individus utilisant 
des protocoles standardisés sur certains sites du réseau cérébral. Nous 
ciblons des sites pour maximiser la variation comportementale dans 
l'échantillon, en particulier ceux qui présentent des différences substantielles 
dans les comportements d'intérêt, dans la socio-écologie ou la démographie. 
Deuxièmement, les collaborations entre sites permettent d'accéder à des 
données démographiques, génétiques, comportementales et historiques à 
long terme, particulièrement précieuses pour les espèces à longue durée de 
vie. Troisièmement, les études publiées fournissent des informations 
pertinentes sur les variations comportementales à travers une gamme de sites, 
telles que l'utilisation d'outils (par exemple, Whiten et al., 1999 ; Gruber et 
al., 2009) et le comportement social (par exemple, Wilson et al., 2014 ; 
Surbeck et al., 2019).

En nous concentrant sur le comportement vocal à titre d'exemple, 
nous avons jusqu'à présent analysé de vastes ensembles de données 
d'enregistrements d'énoncés de chimpanzés adultes sauvages du parc 
national de Tai en ce qui concerne les régularités positionnelles dans les 
séquences vocales (Girard-Buttoz et al., 2022a). Nous avons trouvé des 
régularités systématiques dans les séquences de deux et trois unités 
(bigrammes et

FIGURE 2
Réseau de cerveaux de primates non humains composé de sites de terrain pour les singes (Capucins non marqués à Taboga, Costa Rica) et de sanctuaires, ainsi 
que de zoos européens s'occupant de grands singes (code couleur pour les espèces et l'écologie). Les cerveaux représentent un sous-ensemble de la 
collection de cerveaux de chimpanzés (triés par âge et par site) qui ont été collectés entre 2019 et 2022. L'ensemble des cerveaux collectés est listé dans le 
tableau 1.

Espèces Sauvage Zoo Sanctuaire Total

Cebus capucinus 2 2

Cercocebus atys 5 5

Cercopithecus diana 3 3

Chlorocebus pygerythrus 3 3

Colobus polykomos 2 2

Gorille gorille 4 4

Pan paniscus 4 4

Pan troglodytes 15 11 7 33

Papio papio 1 1

Piliocolobus badius 4 5

Pongo abelii 1 1

Pongo pygmaeus 1 1

Total 34 22 7 64
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trigrammes, respectivement), et leur position relative, première position ou 
position finale (figure 3). Cette systématicité peut être considérée comme 
un premier pas vers des séquences structurées, dont on sait qu'elles sont 
cruciales pour le langage, et se prête à l'examen du développement 
ontogénétique et des différences entre individus, populations et espèces. Par 
exemple, la longueur et la diversité des séquences vocales augmentent 
lentement mais considérablement au cours du développement, atteignant 
les niveaux adultes à l'âge de 8-10 ans (Bortolato et al., 2023a). De même, les 
différences systématiques dans l'ordre des appels au sein des populations, 
associées à différentes socio-écologies, sont cohérentes avec l'apprentissage 
de l'utilisation des séquences vocales (Girard-Buttoz et al., 2022b). Une large 
revue des espèces de primates montre qu'un nombre variable de séquences 
vocales est décrit par espèce, et qu'elles sont considérablement moins 
nombreuses que celles trouvées chez les chimpanzés (Girard-Buttoz et al., 
2022a). Des analyses quantitatives entre espèces utilisant les mêmes 
protocoles de collecte de données sont nécessaires pour établir des 
comparaisons directes entre espèces. Par exemple, une étude intra- et inter-
espèces, utilisant les mêmes protocoles de collecte de données entre les 
espèces, soutient l'idée que les facteurs socio-écologiques tels que les 
structures de fission-fusion et l'incertitude sociale ont un impact sur la 
complexité de la communication (Grampp et al., 2023). Ces données 
quantitatives comparatives peuvent faciliter la formulation d'hypothèses 
sur les voies cérébrales concernées.

En général, notre stratégie de collecte de données à grande échelle 
offre la meilleure probabilité que les échantillons de cerveau proviennent 
d'individus connus ou de populations dont le comportement est connu à 
tous les âges, ce qui permet d'évaluer la capacité comportementale selon 
quatre axes : espèces, populations, individus et ontogenèse.

Tous les sites de terrain qui collaborent au réseau du cerveau des PSN 
suivent des protocoles spécifiques au site pour la collecte de données. Un 
exemple de protocole de site de terrain est le protocole de collecte de données à 
long terme utilisé par le Tai Chimpanzee Project (Wittig et Boesch, 2019). Ici, 
des assistants de recherche formés observent le comportement des chimpanzés 
pendant toute la journée en utilisant l'échantillonnage par animal focal ou 
par balayage. Les protocoles documentent systématiquement les 
paramètres sociaux agressifs et affiliatifs, l'utilisation d'outils et les 
vocalisations.

En outre, certains projets de recherche utilisent des protocoles 
spécifiquement conçus en fonction des sujets d'intérêt pour la filière, par 
exemple la communication vocale (Girard-Buttoz et al., 2022a,b) ou 
l'utilisation d'outils (similaire à Luncz et al., 2012 ; Sirianni et al., 2015). Sur 
certains sites de terrain, le même protocole est soit utilisé de manière 
routinière (comportement social, Surbeck et al., 2021), soit mené pour 
certains projets (comportement vocal et social, Fedurek et al., 2021). Outre 
les données d'observation, les expériences de terrain abordent des 
questions spécifiques dans le domaine cognitif (Zuberbühler et Wittig, 2011 ; 
Wittig et Crockford, 2018). Des expériences antérieures, par exemple, ont été 
menées sur des populations (utilisation d'outils, Gruber et al., 2009) et des 
espèces (Mielke et al., 2019 ; Girard- Buttoz et al., 2020).

Collecte de données comportementales dans 
les zoos et les sanctuaires

Nous avons mis au point un protocole applicable dans différents 
contextes afin d'obtenir des données comparables dans des installations 
d'hébergement très variées dans des zoos et des sanctuaires. Ce protocole 
combine des méthodes d'observation standard, des enregistrements audio 
et vidéo et des tests comportementaux et cognitifs faciles à réaliser. Pour 
garantir la qualité des données, tous les observateurs et les codeurs 
reçoivent une formation intensive et doivent réussir un test de fiabilité 
inter-juges avec un bon accord (Cohen, 1960).

Nous évaluons le répertoire comportemental et de communication des 
individus ainsi que leur intégration sociale sur la base de données collectées 
par le biais d'observations focales aléatoires de 30 minutes (Altmann, 1974) 
sur plusieurs jours (minimum : 10 heures par individu au total), couvrant le 
temps d'activité quotidien. Les données comportementales sont enregistrées 
en continu et codées en direct à l'aide de l'application CyberTracker sur 
smartphone.2  L'éthogramme mis en place comprend l'activité de 
l'individu, les interactions sociales,

2 cybertracker.org

FIGURE 3
Flexibilité et ordonnancement des bigrammes (N = 817 bigrammes et 58 bigrammes uniques). (A) le réseau combinatoire de bigrammes avec les 10 unités 
uniques qui ont été combinées avec une autre unité, représentées par des nœuds encerclés. Les gradients de couleur (chaud à froid) représentent le 
nombre de fois qu'une certaine unité est trouvée dans l'ensemble de bigrammes. Notez que les unités simples (NV) et (PR) qui ne sont jamais apparues dans 
les bigrammes de cet ensemble de données ne sont pas représentées ici. Ce réseau a également été utilisé pour le calcul de la centralité d'interdépendance entre 
les unités. La taille des arêtes directionnelles (flèches) exprime le nombre de fois que le bigramme spécifique est trouvé dans l'échantillon (d'épais à fin). (B) Le 
nombre d'unités différentes avec lesquelles chaque unité unique forme un bigramme dans l'échantillon en tant que première unité (à gauche) ou deuxième unité 
du bigramme (à droite). Adapté de Girard-Buttoz et al. (2022a).
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Il comprend, par exemple, le toilettage, le jeu social, l'agression, le 
comportement post-conflit, le soutien social, les soins aux nourrissons, les 
vocalisations, les gestes, l'utilisation d'outils et la proximité avec les autres. Il est 
adapté des éthogrammes utilisés dans le cadre du projet sur les chimpanzés de 
Taï, ce qui permet d'effectuer des comparaisons entre les sites. 
Simultanément, nous enregistrons les vocalisations à l'aide d'un enregistreur 
numérique muni d'un microphone directionnel et les interactions sociales 
complexes à l'aide d'une caméra vidéo numérique pendant les observations 
focales. Ces enregistrements permettent des analyses détaillées et 
reproductibles par la suite. Les spectrogrammes des vocalisations 
enregistrées sont ensuite analysés à l'aide de PRAAT (Boersma et Weenink, 
2022). Les données de proximité sont obtenues par échantillonnage 
instantané toutes les 10 min lors d'une observation focale (Altmann, 1974). 
Nous indiquons ici le voisin le plus proche et les individus en contact 
corporel, à portée de bras et à 5 m de distance par rapport à l'individu focal. En 
plus des observations focales, nous cherchons à enregistrer les vocalisations 
chaque fois que cela est possible et que l'identité de l'appelant est 
déterminable (ad libitum) (Altmann, 1974).

Pour une étude détaillée de capacités et de comportements 
particuliers, nous effectuons des tests cognitifs et comportementaux 
applicables dans le cadre social habituel (par exemple, sur l'auto-
reconnaissance du miroir en utilisant des miroirs à main incassables, Kopp et 
al., 2021). Tous les tests sont enregistrés en continu sur vidéo à partir de 
plusieurs points de vue et sont ensuite vidéocodés à l'aide de schémas de 
codage mis en œuvre dans BORIS (Friard et Gamba, 2016). Les 
vocalisations sont également analysées à l'aide de PRAAT (Boersma et 
Weenink, 2022). En fonction de la question de recherche, les données sont 
analysées au niveau de l'individu, de la dyade, de la population ou de l'espèce et 
d'un point de vue ontogénétique.

Pour évaluer les compétences d'un individu en matière d'utilisation et de 
fabrication d'outils, ses connaissances fonctionnelles et sa préférence pour 
une main, nous fixons des tubes transparents remplis de jus dilué à des 
structures de l'enclos et fournissons des ensembles d'outils efficaces 
(NToolDippingSet = NIndividuals). Plusieurs observateurs filment toutes les 
interactions liées à la tâche jusqu'à ce que les tubes soient vides. Sur la base 
de ces vidéos, nous codons, par exemple, toutes les actions liées à la 
manipulation des tubes et des outils, le type d'outil, la main utilisée et le 
succès de l'utilisation de l'outil, en utilisant un schéma de codage détaillé 
(Ebel et al., communication personnelle). Les tâches de trempage sont 
fréquemment utilisées comme enrichissement comportemental dans les zoos 
et les sanctuaires, déclenchant des comportements d'utilisation d'outils 
communs dans les populations naturelles, ce qui permet des comparaisons 
solides entre les sites.

Unité d'extraction cérébrale

Des cerveaux intacts sur le plan structurel et présentant une 
architecture cellulaire préservée constituent la condition préalable à 
l'obtention de données significatives par le biais de techniques d'imagerie 
de pointe, telles qu'elles sont appliquées dans le cadre du projet. Nous avons 
mis en œuvre avec succès un protocole d'extraction et de fixation sur 
l'ensemble des sites collaboratifs, ce qui a permis d'obtenir des spécimens 
de haute qualité tissulaire provenant de grands singes décédés, quelle que 
soit leur origine - y compris des individus hébergés en zoo et des individus 
sauvages errants (pour une description détaillée, veuillez consulter Gräßle et 
al., 2023). En bref, le prélèvement du cerveau est tenté dès que possible après 
la mort de l'individu, car les processus lytiques post mortem détériorent 
progressivement l'intégrité des tissus. Ceci est particulièrement préoccupant 
dans les conditions chaudes de l'habitat naturel du singe, les forêts 
tropicales africaines (Tsokos et Byard, 2012). Dans cette région, une 
réponse rapide à la mort d'un singe est obtenue par le suivi quotidien de 
groupes de singes habitués, combiné à une surveillance étroite de la santé, 
coordonnée par un vétérinaire sur place. Les vétérinaires de terrain sont 
également responsables de la conduite des nécropsies et de l'évaluation de l'état 
de santé des animaux.

l'ablation du cerveau sur le lieu de la mort de l'animal, probablement dans 
les profondeurs de la forêt tropicale. Les nécropsies sont réalisées selon des 
protocoles d'hygiène stricts, avec un équipement de protection individuelle 
complet, car le singe pourrait avoir succombé à une maladie zoonotique 
grave (Patrono et al., 2020).

L'ablation du cerveau est effectuée avec le primate en décubitus dorsal 
et la tête fléchie vers l'avant. Après dissection des tissus mous, le crâne est 
ouvert à l'aide d'une scie oscillante. Les points de repère pour l'incision sont 
l'os frontal en pente ascendante derrière la crête supra-orbitale et l'os 
occipital juste en dessous de la protubérance occipitale. Les structures 
cérébrales basales d'ancrage (nerfs crâniens, apport vasculaire) sont 
visualisées et sectionnées de rostral à caudal, tout en maintenant une légère 
traction régulière vers l'arrière sur la calotte crânienne. Après avoir 
sectionné le bulbe rachidien, la calotte contenant le cerveau est entièrement 
détachée et une corde est passée sous l'artère basilaire (voir ci-dessous). Le 
cerveau est ensuite mobilisé sans ménagement de la calotte et transféré 
directement dans du formol tamponné neutre (FBN) à 10 %, tamponné de 
façon neutre pour éviter les déformations du cerveau dues aux changements 
de pression osmotique. Pour réduire le risque de déformation plastique pendant 
la fixation des cerveaux extraits, ceux-ci sont immergés dans le formol, la face 
supérieure tournée vers le bas, tout en restant attachés à la ficelle. La 
fixation est effectuée à une température fraîche (~4°C) pendant les deux 
premières semaines et le formol est remplacé après 24 heures et après un 
total de 7 jours. La fixation est effectuée sur des cerveaux flottants afin de 
minimiser la déformation du cerveau pendant le processus de fixation. Au 
14e jour, le formol est renouvelé et le cerveau est stocké à température 
ambiante avec des changements réguliers du fixateur jusqu'à ce que 
l'exportation puisse être effectuée. Les têtes sont soit directement 
immergées dans du formol à 10 % (applicable aux petits/jeunes individus) 
pour la désinfection, soit déflorées en les enterrant dans le sol pendant 
plusieurs mois. Une fois fixés, les spécimens de cerveau sont expédiés à 
l'Institut Max Planck des sciences cognitives et cérébrales humaines, où ils 
sont mis en biobanque, et les crânes sont exportés à l'Institut Max Planck 
d'anthropologie évolutive, tous deux situés à Leipzig, en Allemagne.

Le premier cerveau complet de chimpanzé sauvage extrait d'un 
chimpanzé de six ans dans le parc national de Taï, en Côte d'Ivoire, a été 
prélevé 4 h post mortem, grâce au dévouement des observateurs et des 
vétérinaires de terrain (Gräßle et al., 2023) et analysé par IRM (Eichner et 
al., 2020).

Unité d'IRM de diffusion

Acquisition de données d'IRM de diffusion
L'interaction étroite entre les différentes aires corticales par 

l'intermédiaire des fibres de matière blanche dans le cerveau est une base 
neurobiologique centrale des tâches cognitives complexes chez les primates. 
La tractographie par IRM de diffusion (IRMd) est une méthode reconnue 
pour reconstruire les connexions structurelles dans les réseaux spécialisés 
(Perani et al., 2011). Dans nos travaux antérieurs, nous avons montré que la 
maturation du tractus fibreux dorsal ciblant la partie postérieure de l'aire de 
Broca (aire 44 de Brodmann) dans le gyrus frontal inférieur en tant que 
partie du réseau du langage était corrélée à la capacité de traiter des phrases 
complexes (Skeide et al., 2016). La comparaison de ce réseau avec les 
connexions homologues chez les singes et les grands singes permet 
d'étudier les différences entre ce réseau neuronal et ses structures 
homologues chez les primates.

Ici, les données d'IRM de diffusion du cerveau entier (IRMd) ont été 
acquises sur un système d'IRM préclinique Bruker Biospec 94/30 à 9,4 T 
(logiciel
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Version Paravision 6.0.1), en utilisant un système de gradient de 300 
mT/m et une bobine RF en quadrature de 154 mm en émission-réception 
(Bruker BioSpin, Ettlingen, Allemagne). Les données d'IRM de diffusion ont 
été acquises à l'aide d'une séquence EPI 3D segmentée en écho de spin. Pour 
minimiser l'impact de l'inhomogénéité B1+ dans l'ensemble du volume 
cérébral, la séquence a utilisé deux impulsions de recentrage adiabatiques. Un 
double échantillonnage PEV a été utilisé pour atténuer les artefacts fantômes 
de Nyquist (Yang et al., 1996). Les données avec une résolution isotrope de 
500 μm ont été acquises en utilisant les paramètres suivants : TR = 1 000 ms, 
TE = 58,9 ms, matrice : 240 × 192 × 144, pas de Fourier partiel, pas 
d'accélération parallèle, facteur de segmentation EPI = 32, BW EPI = 400 kHz. 
Les données d'IRM de diffusion ont été acquises en utilisant une 
pondération de diffusion de b = 5 000 s/mm2  dans 55 directions, réparties sur 
une sphère complète. Avant l'acquisition, 10 volumes pondérés en diffusion 
ont été acquis en tant que scans fictifs pour obtenir une température 
constante de l'échantillon. Trois images intercalées b = 0 sans pondération en 
diffusion ont été acquises pour la correction de la dérive. Pour corriger les 
distorsions PEV hors résonance, un volume b = 0 supplémentaire a été inclus avec 
la direction d'encodage de phase inversée. Une carte de bruit avec des 
paramètres EPI correspondants a également été enregistrée pour 
caractériser les statistiques de bruit des données d'IRMd. La durée totale 
d'acquisition de l'IRMd a été d'environ 90 heures.

Traitement des données d'IRM de diffusion
Le prétraitement de l'IRM de diffusion comprenait les étapes suivantes 

: (i) Débruitage du signal à l'aide de la carte de bruit acquise (Gudbjartsson et 
Patz, 1995 ; St-Jean et al., 2020). (ii) Débruitage MP PCA (Cordero- 
Grande et al., 2019). (iii) 3D Gibbs Correction using sub voxel shift 
(Kellner et al., 2016). (iv) Correction de la dérive linéaire du signal (Vos et 
al., 2017). (v) Correction des courants de Foucault et des distorsions EPI 
(Andersson et Sotiropoulos, 2016). La tractographie déterministe initiale de 
l'imagerie du tenseur de diffusion (DTI) du cerveau entier a été réalisée à 
l'aide du logiciel brainGL.

Dans le cadre du présent projet, nous avons mis au point une méthode 
d'IRMd post mortem du cerveau d'animaux sauvages et captifs avec une 
résolution spatiale ultra élevée et une qualité sans précédent grâce à des 
séquences d'imagerie spécialisées, un système d'IRM haute performance 
dédié et des mesures prolongées sur plusieurs jours (Eichner et al., 2020, 
accepté pour publication). par des mesures très longues dans un système 
d'IRM haute performance dédié (Eichner et al., 2020, accepté pour 
publication). Les données acquises dans le cadre de ce projet permettent 
d'analyser le développement et l'ontogenèse des voies de fibres de la matière 
blanche dans le cerveau avec une précision maximale chez l'animal 
individuel et démontrée ici pour un seul chimpanzé de notre réseau cérébral 
de PSN (Figure 4). Cela permet en outre de comparer les propriétés du 
réseau entre les groupes et les espèces en relation avec les différences 
comportementales.

Unité d'IRM quantitative
L'IRM quantitative nous permet d'obtenir des paramètres physiques 

du tissu cérébral, qui sont des biomarqueurs sensibles des propriétés 
microstructurelles du cerveau, notamment la myélinisation et la teneur en 
fer (Weiskopf et al., 2021). La méthode est une approche puissante pour 
étudier les modèles de myélinisation corticale du cerveau entier, 
l'organisation du cerveau, le développement et l'accumulation de fer dans le 
cerveau avec l'âge. Lorsqu'elle est utilisée à des résolutions spatiales ultra-
hautes et à des champs ultra-hauts, elle capture les détails les plus fins de 
l'anatomie cérébrale, y compris la myéloarchitecture corticale et les fibres 
d'association courtes hautement myélinisées (Kirilina et al., 2020 ; 
Weiskopf et al., 2021).

Acquisition de l'IRMQ
Les cerveaux ont été immergés dans la solution sans protons Fomblin 

(Solvay) dans un récipient acrylique en forme d'œuf et scannés sur un 
scanner IRM Terra 7 T corps entier humain (Siemens Healthineers, Erlangen, 
Allemagne), à l'aide d'une bobine de tête humaine radiofréquence (RF) à 32 
canaux de réception et 1 canal d'émission (Nova Medical, Wilmington, 
MA). La cartographie multiparamétrique a été mise en œuvre à l'aide d'une 
séquence 3D FLASH multiéchogène (Weiskopf et al., 2013 ; Vaculčiaková et 
al., 2022) à une résolution isotrope de 300 μm [matrice : 432 × 378 × 288 ; 
bande passante de lecture de 331 Hz/pixel ; temps de répétition TR = 70 ms ; 12 
échos équidistants entre des temps d'écho (TE) de 3,63 ms et 41,7 ms avec 
un espacement de △TE = 3,56 ms ; angles de bascule d'excitation : 18° 

(pondéré PD et MT), 84° (pondéré T1) ; impulsion MT : gaussienne à 3 
kHz de décalage, angle de bascule : 700°]. Le champ de sensibilité de 
réception (B1− ) a été partiellement corrigé en utilisant le rapport entre les 
images pondérées en T1 à faible résolution (2,1 mm) acquises avec la 
bobine de réception et les images acquises avec la bobine d'émission. Une 
séquence 3D-EPI à spin et écho stimulé simultanés a été utilisée pour obtenir 
des cartes du champ d'émission RF B1+  et une séquence d'écho de gradient 
à double écho a été utilisée pour obtenir une carte du champ magnétique 
statique B0 (qui a été utilisée pour corriger la carte B1+  pour les distorsions 
EPI) (Lutti et al., 2010, 2012). La cartographie B1+  a été réalisée à une 
résolution isotrope de 4 mm, avec une taille de matrice de 48 × 64 × 48 et les 
paramètres d'acquisition suivants : TR = 500 ms ; TE = 40,54 ms ; facteur 
d'accélération GRAPPA = 2 × 2. La cartographie B0 a été réalisée avec une 
résolution isotrope de 2 mm et une taille de matrice de 96 × 96 × 64, avec les 
paramètres d'acquisition suivants : TR = 1 020 ms, TE = 10 et 11,02 ms, angle de 
bascule = 20°. La température de l'échantillon a été stabilisée autour de 30° par 
un flux d'air chaud dirigé sur l'échantillon et a été contrôlée par un capteur de 
température (Luxtron, Advanced Energy).

Analyse IRMQ
Les cartes quantitatives ont été calculées avec la boîte à outils IRMh open 

source3  (Tabelow et al., 2019). Les cartes B1+  et B1−  ont été traitées avec un 
lissage préservant les limites avec un noyau gaussien de 8 mm. Après 
correction de la distorsion des échos individuels des images pondérées 
(Weiskopf et al., 2005 ; Ruthotto et al., 2012), le taux de relaxation 
transversale effectif (R2*) a été ajusté à l'aide de moindres carrés pondérés. 
À partir de cet ajustement, les images pondérées ont été extrapolées à TE = 
0 ms. Ces images ont ensuite été utilisées pour calculer MTsat comme décrit 
par Helms et al. (2008) et R1 comme décrit par Dathe et Helms (2010) et la 
densité de protons PD a été calculée comme l'amplitude du signal décrite par 
Dathe et Helms (2010). Les images MTsat ont en outre été corrigées du biais 
B1+  (Lipp et al., 2023).

Comme nous le montrons ici pour un chimpanzé individuel de notre 
réseau cérébral PSN, nous avons établi des méthodes d'acquisition et 
d'analyse d'IRM quantitative multiparamétrique de pointe pour étudier les 
cerveaux de primates post mortem à une intensité de champ de 7 T et à une 
ultra-haute résolution sans précédent de 300 μm, permettant l'imagerie de 
structures submillimétriques, y compris les couches corticales et les noyaux 
sous-corticaux (Figure 5). Nous obtenons des cartes quantitatives de quatre 
paramètres cruciaux de la RM : la densité de protons (PD), les taux de 
relaxation longitudinale (R1) et transversale effective (R2*), et la saturation 
du transfert d'aimantation (MTsat ). Toutes les cartes (figure 5) offrent un 
excellent contraste matière grise/matière blanche et reflètent la myélinisation 
du cerveau (PD, R1 et MTsat ), la myéloarchitecture corticale
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(all) et la teneur en fer du cerveau (R2*) (Weiskopf et al., 2021). Ils permettent 
une segmentation de haute qualité des structures corticales et sous-
corticales au niveau individuel et un co-registrement avec les atlas 
cérébraux existants.

Ce projet est le premier à obtenir des biomarqueurs quantitatifs de 
myélinisation du cerveau entier chez les grands singes. Les études 
précédentes sur le cerveau des chimpanzés se sont limitées à un seul 
indicateur semi-quantitatif de la myélinisation corticale (à l'exclusion de la 
matière blanche), le rapport T1w/ T2w. Il a été obtenu à partir de 
chimpanzés captifs anesthésiés à une intensité de champ comparativement 
faible (3 T) et à une faible résolution (volume de voxel 19 fois plus grand 
que nos données) (van Essen et al., 2018). Notre ensemble de données 
permet de capturer de multiples caractéristiques clés du cortex des 
primates, y compris l'épaisseur corticale et la myéloarchitecture corticale 
dans toutes les zones du cerveau, tout au long du développement et dans 
toutes les espèces.

Unité d'histologie

L'expansion de la taille et de la complexité du cerveau au sein de la 
lignée hominoïde va de pair avec des changements dans l'organisation 
cellulaire du cerveau. La différence cytoarchitectonique entre la partie 
postérieure de l'aire de Broca [aire de Brodmann (BA) 44] et sa partie 
antérieure (BA 45) a été considérée comme un élément important du 
réseau du langage humain. Au niveau macroscopique, l'IRMQ et l'IRMd 
révèlent la myélo-architecture corticale et la connectivité de la matière blanche 
entre les régions du cerveau. Cependant, en raison des contraintes de 
résolution spatiale, ces techniques ne donnent qu'un aperçu limité de la 
structure du cerveau au niveau cellulaire, subcellulaire et ultrastructural (van 
Essen et al., 2018). La neurohistologie avancée est la méthode clé pour fournir 
des informations complètes sur la structure du cerveau au niveau cellulaire, 
subcellulaire et ultrastructurel.

Les informations microstructurelles en 2D et 3D (Morawski et al., 2018) 
par la combinaison de l'histochimie et de l'immunohistochimie de 
référence en utilisant une large gamme de colorants et d'anticorps 
disponibles (Figures 6A-D ; Kirilina et al., 2020).

Pour l'histologie de pointe, des cerveaux entiers ont été coupés en 
tranches coronales de 15 mm d'épaisseur et cryoprotégés dans du 
saccharose à 30 % dans du PBS pH 7,4 contenant 0,1 % d'azoture de 
sodium. Des hémisphères entiers ont été découpés sur un cryomicrotome 
en sections de 30 μm (Thermo Scientific, Microm HM430, unité de 
congélation Thermo Scientific, Microm KS34). Les sections ont été 
recueillies dans des verres à échantillons scellés dans du PBS pH 7,4 
contenant 0,1% d'azide de sodium et conservées jusqu'à utilisation ultérieure à 
4°C. Des coupes consécutives ont été colorées par des méthodes 
histologiques et immunohistochimiques. Pour faciliter le recalage entre 
l'IRM et l'histologie, l'imagerie en bloc a été appliquée pendant la coupe 
(Brammerloh et al., 2021).

Pour étudier la cytoarchitecture corticale, une coloration de Nissl avec 
du violet de crésyle tamponné à l'acétate a été appliquée. La visualisation de la 
myéline a été réalisée à l'aide de la coloration de Gallyas modifiée ou d'un 
anticorps anti-protéine basique de la myéline (rat anti-MBP, 1:400, VWR, 
Allemagne), la visualisation de la matrice extracellulaire neuronale a été 
réalisée à l'aide d'un anticorps anti-aggrécane (HAG 7D4, 1:800, Origene, 
Allemagne).

L'imagerie numérique de l'ensemble des lames a été réalisée à l'aide 
d'un microscope entièrement automatisé AxioScan.Z1 (Zeiss, Jena, Allemagne) 
équipé d'un objectif Plan-Apochromate 20× 0,7 NA ou 40× 0,95NA avec 
une résolution axiale de ~400 nm, respectivement ~220 nm.

Pour les études ultrastructurales, de petits blocs de tissu cérébral ont en 
outre été fixés à l'aide d'un fixateur contenant 3 % de formaldéhyde et 1 % de 
glutaraldéhyde dans un tampon Cacodylate 0,2 M à pH 7,4. Des coupes 
vibratoires (50 μm) ont été réalisées. De petits blocs de tissus ont été disséqués 
à partir des sections de vibratome, post-fixés dans du tétroxyde d'osmium à 
1 % tamponné à

FIGURE 4
Exemple de reconstruction d'IRM de diffusion et de résultats de suivi. (A) La qualité sans précédent des données à ultra-haute résolution permet de 
cartographier avec une grande précision la connectivité structurelle du cerveau d'un chimpanzé (sauvage, femelle, 6 ans). Les images montrent des 
tranches de l'anisotropie fractionnelle codée en couleur calculée à partir de la mesure (codage couleur de la direction de diffusion principale : rouge-
gauche-droite, vert-supérieur-inférieur, bleu - antérieur-postérieur). (B) Les données d'IRMd à haute résolution permettent une tractographie à des échelles 
spatiales fines dans le même cerveau de chimpanzé. Trois reconstructions respectives des voies sont représentées : Fascicule fronto-occipital inférieur, IFOF 
(vert) ; tractus corticospinal (bleu) ; Cingulum (turquoise). Les trois voies représentées ont été choisies comme exemples pour cette illustration en raison de 
leur morphologie bien connue chez l'homme.
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Les coupes ont été réalisées à température ambiante pendant 1 h, rincées dans 
un tampon cacodylate, déshydratées dans une série graduée d'acétone, y 
compris une coloration à l'acétate d'uranyle à 1 % à 70 % d'acétone pendant 
30 min, et incluses dans une résine de coulée Durcupan araldite (Carl Roth, 
Karlsruhe, Allemagne). Pour l'orientation structurelle, des coupes semi-fines 
ont été coupées à 1 μm d'épaisseur et colorées au bleu de toluidine. Des 
sections ultrafines (~50 nm) ont été coupées sur un Ultracut II (Leica 
Microsystems, Wetzlar, Allemagne). Les échantillons ont été imagés avec 
un LEO-Zeiss EM 912 Omega TEM (Zeiss, Oberkochen, Allemagne) à 80 
kV, et des micrographies numériques ont été obtenues avec une caméra 
CCD à double vitesse de 2 K sur l'axe basée sur un scintillateur YAG (TRS-
Tröndle, Moorenweis, Allemagne). Les données ont été obtenues à partir de 
différentes sections prélevées dans différentes zones de deux cerveaux. Les 
mesures ont été effectuées à l'aide du logiciel d'analyse ImageSP (TRS-
Tröndle, Moorenweis, Allemagne).

Comme nous l'avons démontré ici, nous avons établi un pipeline 
histologique combinant l'imagerie en bloc et les coupes sérielles 2D pour 
obtenir une cartographie 3D de l'architecture cyto- et myélique avec une 
résolution microscopique, complétant la cartographie de la microstructure 
par l'IRMd et l'IRMq. Le recalage de l'IRMq (Brammerloh et al., 2021) et de 
l'IRMd avec l'histologie 3D est réalisé par une procédure de recalage en 
plusieurs étapes, qui comprend le recalage avec les images histologiques 3D de 
face de bloc comme étape intermédiaire. L'histologie 3D est utilisée pour 
valider les mesures de myélinisation et de teneur en fer de l'IRMq et pour 
caractériser les cibles corticales des voies de la substance blanche identifiées 
par l'IRMd. Par exemple, l'emplacement anatomique et les limites de l'aire 
de Broca sont déterminés par l'IRMd.

sont identifiés par la coloration de Nissl révélant la cytoarchitecture, la 
coloration argentée de Gallyas capturant la myéloarchitecture et 
l'immunohistochimie avec l'anticorps anti-aggrécane visualisant la matrice 
extracellulaire neuronale et délimitant les frontières entre les homologues 
de la BA 44 et 45 (Figures 6E-H). Ainsi, la présente méthode histologique 
fournit un outil puissant pour identifier les zones fonctionnellement 
spécialisées dans le cerveau post mortem en l'absence de données de neuro-
imagerie fonctionnelle et permet d'étudier par exemple les homologues des 
voies de la substance blanche liées au langage dans les cerveaux 
hominoïdes.

Le pipeline décrit et établi de méthodes histologiques avancées, 
appliqué à cette collection exceptionnelle de cerveaux, permet (i) la 
validation qualifiée des données d'IRMQ et d'IRMd à haute résolution,
(En validant l'évolution, le développement, le comportement et la neuro-
imagerie par RM avec l'histologie avancée, nous comblons le fossé qui nous 
sépare de la connectivité microanatomique réelle.

Unité fossile d'hominoïde

L'unité des hominoïdes fossiles permet de comprendre l'évolution de 
la taille et de la structure du cerveau grâce aux empreintes endocrâniennes 
relevées dans les archives fossiles. Nous complétons la neuro-imagerie par des 
scanners micro-CT de crânes afin d'examiner l'empreinte du cerveau (ou 
endocaste) sur la cavité crânienne.

FIGURE 5
Cartographie microstructurale du cerveau d'un chimpanzé à l'aide de l'IRM quantitative (A) Les paramètres quantitatifs de l'IRM R1, R2*, MTsat et PD acquis à 7 T et 
à ultra-haute résolution sont présentés pour la même coupe axiale d'un cerveau de chimpanzé post mortem (sauvage, mâle, 45 ans). Tous les paramètres 
montrent un contraste exquis entre la matière grise et la matière blanche et sont des biomarqueurs sensibles de la microstructure du tissu cérébral, y compris la 
myélinisation et la teneur en fer du cerveau.
(B) Les cartes multimodales à haute résolution permettent une caractérisation complète de l'anatomie cérébrale en résolvant les plus petites caractéristiques 
neuroanatomiques, notamment (i) les couches du cortex (la flèche indique la Stria de Gennari hautement myélinisée dans le cortex visuel primaire dans le sillon 
lunaire), (ii) les structures fines de la matière grise telles que le claustrum, (iii) les sous-structures de l'hippocampe et (iv) l'accumulation de fer dans les structures 
sous-corticales. (C) Les cartes IRM quantitatives du cerveau entier permettent de cartographier la myéloarchitecture dans l'ensemble du cerveau, ce qui facilite la 
comparaison quantitative de l'organisation cérébrale entre les espèces. R1 échantillonné à la profondeur corticale moyenne et cartographié à travers le néocortex 
pour (panneau du bas) un cerveau de chimpanzé post mortem (captif, femelle, 44 ans.) reflètent différentes myélinisations des zones cérébrales (cortex 
moteur, sensoriel et auditif fortement myélinisé indiqué par des flèches) et peuvent
sont comparées à la même mesure obtenue chez l'homme in vivo (panneau de droite) (Kirilina et al., 2020). Notez que les valeurs absolues de R1 sont plus 
importantes en raison de la fixation du tissu cérébral post mortem qu'in vivo.
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Les analyses comparatives de ces endocastes provenant de primates 
existants et éteints mettent en évidence les tendances évolutives du volume 
et de l'organisation du cerveau, y compris les taux de développement (Gunz 
et al., 2020). Les changements organisationnels clés chez les hominines, tels 
que le cortex préfrontal (Holloway et al., 2018 ; Ponce de León et al., 2021), 
le pariétal et le cervelet, sont particulièrement intéressants (Bruner, 2004 ; 
Neubauer et al., 2018 ; Pereira-Pedro et al., 2020). Cependant, les endocrânes 
ne capturent que les tissus entourant la surface extérieure du cerveau, et donc 
seulement certains aspects de l'organisation cérébrale. En combinant les 
données IRM avec les empreintes endocrâniennes des mêmes individus, 
nous pouvons mieux comprendre les variations neuroanatomiques au sein 
d'une même espèce et d'une espèce à l'autre. Les crânes ont été scannés à 
l'aide d'un système Diondo d3 de micro-CT à haute résolution à l'Institut 
Max Planck d'anthropologie évolutive de Leipzig. Les petits spécimens (c'est-à-
dire les nourrissons ou les singes) ont été scannés avec une résolution de 15 
μm (taille de voxel isotrope), les grands singes adultes avec une résolution 
de 90 μm. Les scans micro-CT ont été réalisés soit sur des os après nettoyage, 
soit sur des spécimens fixés dans du formaldéhyde (ou parfois des têtes 
congelées lorsque des cerveaux sont extraits dans les zoos). L'extraction des 
cerveaux nécessitant

En ouvrant le crâne, tous les fragments crâniens sont scannés séparément 
par micro-CT, puis réassemblés sur ordinateur selon des critères anatomiques 
(Figure 7) dans le logiciel VGStudio MAX (Version 3.5),4  en suivant les 
protocoles de reconstruction crânienne de Gunz et al. (2009, 2020). Le 
même logiciel a été utilisé pour créer des empreintes endocrâniennes 
virtuelles selon Neubauer et al. (2009) : l'os crânien a d'abord été segmenté 
automatiquement en définissant une gamme de niveaux de gris. Ensuite, le 
champ de l'os a été dilaté en 3D jusqu'à ce que les petits foramens crâniens 
et les sutures soient fermés. Le foramen magnum a été scellé 
manuellement. La cavité endocrânienne a ensuite été segmentée 
automatiquement à l'aide d'un algorithme de croissance des régions. Cette 
segmentation endocrânienne a ensuite été dilatée par le même nombre de 
couches de voxels que celui utilisé pour étendre l'os à l'étape précédente. 
Pour faciliter l'identification des gyri et des sulci sur la surface endocrânienne 
extraite, nous avons visualisé sa surface locale

4 volumegraphics.com

FIGURE 6
Étude histologique d'échantillons de cerveau de grands singes. (A-D) Myélinisation de la macro- à l'ultrastructure dans un cerveau de chimpanzé. (A) Section 
d'un hémisphère illustrant la distribution de la myéline (coloration argentée Gallyas). (B) Profil de myélinisation corticale (Gallyas). (C) Fibres corticales myélinisées en 
détail (Gallyas).
(D) Axones myélinisés en microscopie électronique. Barres d'échelle : (A) 10 mm, (B) 1 mm, (C) 50 μm, (D) 5 μm. (E-H) Validation histologique de l'homologue 
aréolaire de Broca chez l'homme dans un cerveau de bonobo. (E) Image RM pondérée en T2* acquise à une résolution isotropique de 50 μm. La faible 
myélinisation intracorticale dans les zones BA 44 et 45 se traduit par une intensité d'image plus élevée. (F) Coupe correspondante colorée au Nissl. (G) Frontière 
entre les homologues des aires 44 et 45 de Brodmann (ligne orange en pointillés) dans (i) la coloration de Nissl pour la cytoarchitecture, (ii) la coloration 
d'Aggrecan pour la matrice extracellulaire neuronale et (iii) la coloration argentique de Gallyas pour la myéline. (H) Frontière entre les homologues des aires de 
Brodmann 45 et 9 (ligne orange en pointillé) dans (i) Nissl, (ii) Aggrecan et (iii) Gallyas. Barres d'échelle : (E,F) 10 mm, (G) 1 mm, (H) 500 μm.
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Le logiciel Avizo (version 2021 ; Thermo Fisher Scientific) permet de 
représenter la topologie de l'échantillon sous la forme d'un gradient en 
niveaux de gris de l'indice de forme. Conformément à Koenderink et van 
Doorn (1992), l'indice de forme est basé sur les courbures principales C1 et 
C2 : 2/Pi*arctan*(C1 + C2)/(C1-C2).

Comme le montrent les figures 7E et F, presque tous les sillons 
cérébraux laissent des empreintes non ambiguës dans la cavité 
endocrânienne. La comparaison de la forme endocrânienne (figures 7C-E) 
avec le cerveau scanné après l'extraction (figure 7F) révèle des 
changements subtils dans la forme générale, y compris une réduction 
légère mais perceptible de sa dimension supérieure-inférieure. Ce 
phénomène est probablement lié à l'élimination des tissus conjonctifs 
environnants et à l'absence de liquide céphalo-rachidien dans les ventricules. Les 
processus de fixation peuvent encore modifier la forme du cerveau. Ces effets 
doivent être pris en compte lors de la comparaison directe de cerveaux 
scannés après extraction avec des cerveaux scannés à l'intérieur du crâne (à 
la fois in vivo et post mortem). Étant donné que l'endocast reflète la forme du 
cerveau et de ses structures environnantes avant l'extraction, nous pouvons 
utiliser la surface endocrânienne comme modèle pour corriger les 
altérations de la forme du cerveau qui se produisent après l'extraction. Ces 
corrections peuvent être effectuées, par exemple, par des algorithmes conçus 
pour la rétrodéformation basée sur les surfaces ou les semi-mandrins (Gunz 
et al., 2009).

Unité de statistiques

L'un de nos objectifs scientifiques est d'estimer la relation entre la 
structure du cerveau et le comportement, en particulier le comportement 
vocal et l'utilisation d'outils. Cette tâche est compliquée par l'existence de 
facteurs de confusion non observés liés à l'âge et de données manquantes 
substantielles, car (i) pour certains cerveaux, il n'y a pas ou peu de données 
in vivo, et (ii) la plupart des individus ayant des échantillons de 
comportement sont (heureusement) encore en vie. Pour résoudre ces 
problèmes, nous construisons des modèles structurels de causalité (Pearl, 
1995) et utilisons ensuite ces modèles pour (1) simuler des observations 
synthétiques, (2) concevoir un pipeline d'analyse de données pour 
l'estimation et l'imputation des données manquantes, (3) valider le pipeline 
à l'aide des données synthétiques, et (4)

analyser l'échantillon observé. Pour l'imputation des données manquantes, 
nous utilisons une représentation de réseau entièrement bayésienne 
(Mohan et Pearl, 2021) et tirons des échantillons de la distribution 
postérieure à l'aide de la méthode de Monte Carlo hamiltonienne, comme 
décrit dans le chapitre 15 de McElreath (McElreath, 2020). L'approche est 
décrite en détail avec un code de travail à l'adresse 
https://github.com/rmcelreath/EBC_brain_vocal_modeling. Dans une phase 
ultérieure, nous avons l'intention de développer un modèle causal dynamique 
du développement réciproque du cerveau et de la voix, en utilisant des 
équations structurelles en temps continu, comme cela a été mis en œuvre 
par exemple dans Driver et al. (2017).

Discussion

La présente approche méthodologique multidisciplinaire fournira de 
nouvelles données concernant l'évolution de la structure du cerveau et sa 
relation avec la fonction chez les primates non humains en saisissant la 
variabilité entre les individus, les populations, les espèces et l'ontogenèse.

La neuroanatomie fonctionnelle peut être étudiée chez les humains et 
les primates non humains à l'aide de l'IRM fonctionnelle. Des recherches 
approfondies en neuro-imagerie ont été menées sur les macaques. 
Cependant, en raison de contraintes éthiques, il n'est pas possible d'obtenir 
des données comparables sur nos plus proches parents, les chimpanzés et les 
bonobos. Le pipeline présenté ici permet de relier la structure du cerveau à 
sa fonction en mettant en relation des données anatomiques de haute 
granularité avec des données comportementales de primates non humains, y 
compris des animaux issus de diverses socio-écologies. Ces relations 
structure-fonction peuvent être déduites pour différents types de 
comportement, tels que la production vocale, l'utilisation d'outils ou 
l'interaction sociale. Il a été avancé que la taille de certaines régions du cerveau 
a changé dans une certaine mesure chez les hominoïdes au cours de 
l'évolution, ce qui vaut pour le cortex frontal (Zilles et Amunts, 2018 ; 
Gallardo et al., 2023) ainsi que pour le cortex pariétal (Bruner, 2018). Ces 
deux cortex soutiennent des fonctions importantes chez les humains et les 
primates non humains. Le cortex pariétal, qui intègre les informations 
sensorielles provenant de différentes modalités, est connu pour soutenir 
divers processus mentaux, de l'attention de base au langage et à la cognition 
sociale

FIGURE 7
Tomographie assistée par ordinateur (CT) et IRM d'un chimpanzé. (A) Des fragments de crâne sont scannés par microCT et réalignés virtuellement sur la base de 
critères anatomiques (B). (C) La segmentation de l'intérieur de la boîte crânienne produit une empreinte endocrânienne (bleu). Le crâne est virtuellement coupé 
dans le plan midsagittal.
(D) Les impressions créées par les vaisseaux sanguins, les sutures crâniennes, les gyri et les sulci sont clairement visibles sur l'endocast virtuel. (E) Nous avons 
visualisé l'indice de forme de l a  surface sous la forme d'un gradient de niveaux de gris pour faciliter l'identification des empreintes sulculaires, puis nous avons 
codé manuellement en couleur les caractéristiques cérébrales correspondant à l'endocaste et au cerveau. (F) IRM du cerveau du même chimpanzé, analysée par 
l'unité d'IRM de diffusion. Les caractéristiques correspondantes sur l'empreinte endocrânienne en (E) sont représentées dans la même couleur.
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(Numssen et al., 2021), mais on sait aussi qu'elle est impliquée dans 
l'utilisation d'outils chez l'homme et le chimpanzé (Hecht et al., 2013). Ces 
régions et leurs connexions avec d'autres régions au sein de réseaux neuronaux 
spécifiques sont donc pertinentes pour différents types de comportements 
observés chez les primates humains et non humains. Par souci de concision, 
nous nous concentrerons ici sur un exemple démontrant comment cette 
méthodologie peut être appliquée aux chimpanzés et comment elle peut 
influencer les discussions sur la relation structure-fonction dans l'évolution 
des hominoïdes. Nous illustrons l'interaction entre la structure et la 
fonction du cerveau en nous concentrant sur les structures cérébrales dont 
les homologues assurent le langage dans le cerveau humain, une capacité 
cognitive clé de l'homme. Néanmoins, notre approche est polyvalente et peut 
être étendue à l'analyse d'autres fonctions cognitives, telles que l'utilisation 
d'outils et l'interaction sociale.

L'émergence du langage et son évolution font l'objet de discussions 
depuis des décennies. Des approches neurobiologiques ont tenté 
d'identifier des structures cérébrales propres à l'homme. Par exemple, les travaux 
de Rilling et al. (2008) sur la connectivité des cerveaux du macaque, du 
chimpanzé et de l'homme ont suggéré qu'un tractus particulier de fibres de 
matière blanche, le faisceau arqué, s'étendant dorsalement et reliant le lobe 
temporal au cortex frontal inférieur, diffère entre ces animaux - à la fois en 
ce qui concerne sa force et ses points de terminaison. Ce faisceau dorsal est le 
plus fort dans le cerveau humain, un peu plus faible dans le cerveau du 
chimpanzé et le plus faible dans le cerveau du macaque. En outre, il semble 
que dans le cerveau humain, le tractus dorsal pénètre plus profondément 
dans le gyrus temporal moyen que dans le cerveau du chimpanzé. Ces 
différences ont été interprétées comme cruciales pour l'évolution de la capacité 
linguistique, observée chez l'homme, mais pas chez le chimpanzé. 
Toutefois, cette conclusion comporte certaines limites. Tout d'abord, les 
données de cette étude ne provenaient que de quatre chimpanzés vivant en 
zoo, ce qui empêche toute généralisation au niveau de l'espèce, même si l'analyse 
a été étendue par la suite à 29 chimpanzés (Bryant et al., 2020). 
Deuxièmement, les techniques d'analyse IRMd disponibles à l'époque ne 
permettaient pas de différencier clairement les points de terminaison du 
tractus fibreux dorsal, ni dans le cortex temporal, ni dans le cortex frontal.

Les points de terminaison revêtent toutefois une importance particulière tant 
dans le cortex temporal que dans le cortex frontal. Dans le cortex temporal, 
le gyrus temporal moyen chez l'homme est considéré comme le support 
des processus sémantiques les plus pertinents pour saisir le sens. Dans le cortex 
frontal, il existe trois zones cytoarchitectoniquement différentes, mais situées à 
proximité l'une de l'autre dans le cerveau humain et dans celui des primates non 
humains, qui remplissent des fonctions différentes chez l'homme. Il s'agit des aires 
44 et 45, dont on sait qu'elles sont impliquées dans le langage, et de l'aire 6, dont 
on sait qu'elle soutient les actions motrices, y compris les aspects moteurs de la 
parole. Chez les adultes humains, le tractus fibreux dorsal reliant le cortex 
temporal et frontal a deux points de terminaison, l'un dans l'aire 44 et l'autre 
dans l'aire 6 (Perani et al., 2011), le tractus fibreux se terminant dans l'aire 44 
pour le traitement des phrases complexes (Skeide et al., 2016). Chez les bébés 
prélinguistiques humains, cependant, seul le tractus fibreux vers l'aire 6 est 
myélinisé, tandis que celui vers l'aire 44 arrive à maturité beaucoup plus 
tard (Perani et al., 2011 ; Brauer et al., 2013). Cette différence entre le 
cerveau du nourrisson et celui de l'adulte concernant les points de terminaison 
du tractus fibreux dorsal pertinent pour le langage soulève la question de la 
structure respective chez nos parents les plus proches. Il serait donc très 
intéressant d'analyser la zone cible du tractus fibreux dorsal dans le cerveau du 
chimpanzé. Étant donné que ces zones diffèrent dans leur microstructure et 
qu'elles peuvent être différenciées histologiquement également chez les 
primates non humains, les analyses histologiques comparatives peuvent 
apporter une contribution importante à une description adéquate de l'évolution 
de la base neuronale du langage.

La présente approche méthodologique, avec ses différentes unités 
décrites dans la figure 1, fournit de nouveaux détails concernant la macro- et la 
microstructure des réseaux neuronaux de différentes capacités cognitives et 
sociales et leur évolution. Chaque unité s'appuie sur les méthodes les plus 
récentes mais établies dans leur domaine, qui ont été spécifiquement 
adaptées à cette filière méthodologique et validées sur un ensemble de 
données distinct. L'approche actuelle va au-delà des travaux antérieurs en 
reliant des données structurelles multimodales à ultra-haute résolution du 
cerveau à de riches données comportementales collectées chez les différents 
individus in vivo. Les recherches antérieures des différentes unités et les 
exemples actuels montrent que nous sommes capables (i) de collecter et 
d'analyser systématiquement les données comportementales des primates à 
travers les espèces, les populations et l'ontogenèse (unité de collecte des 
données comportementales) ; (ii) de spécifier la structure du tractus fibreux 
(unité d'IRM de diffusion) ; (iii) de spécifier la microstructure du cerveau 
(unité d'IRM de diffusion) ; et (iv) d'analyser les données comportementales 
de l'individu ; (iii) spécifier la microstructure et donc la localisation des 
régions cibles analogiques humaines dans différents cortex (unité IRM 
quantitative) ; (iv) spécifier la structure histologique cytoarchitecture des 
régions cibles corticales des fibres optiques (unité Histologie) ; (v) analyser 
les variations des empreintes endocrâniennes du crâne et les relier au 
registre fossile (unité Fossiles hominoïdes). Des analyses supplémentaires des 
données provenant des différentes unités nous permettent (vi) de relier les 
aspects comportementaux et structurels du cerveau non seulement au 
comportement, mais aussi à l'environnement socio-écologique des 
individus (dans les zoos, les sanctuaires et les sites de terrain) ; (vii) de 
relier les aspects structurels du cerveau et le comportement au 
développement (âge de l'animal) ; et (viii) de comparer tous ces aspects 
structurels du cerveau d'une espèce à l'autre, ce qui permet d'obtenir une 
perspective phylogénétique. (viii) Les modèles structurels causaux et 
bayésiens (unité des statistiques) exploitent de manière optimale le riche 
ensemble de données pour évaluer les variations entre les espèces, les 
populations, les individus et au cours de l'ontogenèse. Cependant, le présent 
pipeline nécessite une planification longitudinale afin de permettre de 
relier le comportement in vivo aux analyses post-mortem du cerveau aux 
niveaux macro et micro. Étant donné qu'il est peu probable qu'un ensemble 
complet de points de données soit disponible pour chaque animal, les 
modèles bayésiens nous aideront à imputer les données manquantes, 
comme le décrit McElreath (2020).5  Les données et les résultats obtenus 
nous permettront d'élucider l'évolution de la base neuronale qui sous-tend 
le langage et d'autres domaines comportementaux, apportant ainsi de nouvelles 
réponses à l'évolution des capacités cognitives et sociales chez les différentes 
espèces.

Le pipeline méthodologique que nous présentons ici est unique en ce 
sens qu'il combine des méthodes de structure cérébrale post mortem avec des 
dispositifs d'observation détaillés in vivo, y compris dans des conditions 
naturelles. Cette approche multi-méthodologique conduira à de nouvelles 
découvertes sur l'évolution du cerveau et de ses fonctions, inconnues jusqu'à 
présent. Jusqu'à présent, seuls les résultats des unités les plus précoces sont 
publiés dans des articles individuels (Kopp et al., 2021 ; Girard-Buttoz et al., 
2022a,b ; Bortolato et al., 2023a,b ; Eichner et al., 2023 ; Grampp et al., 2023 
; Gräßle et al., 2023). Les résultats des autres unités ainsi que les résultats 
combinés de l'ensemble de la filière n'apparaîtront que plus tard en raison 
du fait logique que le moment où les données comportementales sont 
recueillies auprès des animaux et le moment où leur cerveau est disponible 
pour les analyses de la structure cérébrale ne sont pas prévisibles et peuvent 
prendre des années.

Les limites de la présente approche sont principalement dues à des 
questions éthiques, pratiques et médicales. Tout d'abord, en raison des 
contraintes éthiques liées à la collecte de données d'imagerie fonctionnelle, 
la présente approche constitue la seule possibilité d'établir un lien entre la 
structure du cerveau et le comportement chez les grands singes.

5 https://github.com/rmcelreath/rethinking
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Deuxièmement, étant donné que nous n'incluons que les cerveaux des 
animaux qui meurent d'une mort naturelle ou inévitable, certains cerveaux 

peuvent présenter des lésions ou d'autres pathologies. Bien que dans notre 
travail nous contrôlions ce phénomène par l'histopathologie, il faut en tenir 

compte lors de l'interprétation des données.
L'approche méthodologique présentée ici pourrait en principe être 

mise en place ailleurs dans le cadre d'une collaboration entre différentes 
institutions et/ou différentes espèces concernées qui sont très menacées et 
fortement protégées.

Le projet actuel fournira de nouveaux résultats concernant l'évolution du 
cerveau des primates et constituera une base solide pour l'élaboration de 
nouvelles hypothèses non seulement pour les primates non humains, mais 
aussi pour les primates humains, qui pourraient être testées à l'aide de l'imagerie 
fonctionnelle, du moins en ce qui concerne les humains. Cela éclairera nos 
connaissances sur le passé du cerveau humain et, en outre, élargira nos 
connaissances sur le présent du cerveau humain.
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l'article/des questions supplémentaires peuvent être adressées aux auteurs 
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