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MOTS-CLEFS

poisson zebre, Vision par ordinateur, morphologie mathématique, cribles
haut contenu, Toxicologie

RESUME

L’observation d’organismes vivants par microscopie est d'un intérét
scientifique indéniable. Le poisson zébre est un modele de choix pour
tirer le meilleur de ces observations, sa transparence pouvant étre
améliorée par des méthodes de clarification de tissus. L'objectif de
ma these a été de développer un ensemble de méthodes permettant la
mise au point une plateforme d’analyse a haut débit. Toutes les étapes
ont été considérées : préparation et montage des échantillons, optimi-
sation des acquisitions, développement de méthodes d’analyse des
images 3D. Cette plateforme permet d’observer une centaine d’échan-
tillons alignés par recalage de 1’axe interoculaire. La segmentation de
I'alevin et d’une partie de son cerveau permet 1’analyse volumétrique
des différentes structures. La capacité de cette méthode a été testée
avec deux projets a portée biomédicale : 'étude de mutants possédant
des défauts neurodéveloppementaux et l'effet tératogéne de traite-
ments anticancéreux. Nous avons montré que la plateforme permet
I'obtention de résultats précis par la volumétrie. Cette plateforme et
les résultats associés ont fait 1’objet d’une publication. Au cours de
ma thése, je me suis apercu des limites des méthodes de clarification.
J’ai donc développé un algorithme de correction du contraste publié
dans un second article. Je suis convaincu que mon travail de these
va offrir a la communauté poisson zébre comme a d’autre commu-
nauté un nouvel outil permettant d’analyser de nombreux processus
biologiques a grande échelle et avec une tres forte résolution. Des ap-
plications supplémentaires sont discutées dans la partie perspectives
de ma these.



Morphometric analysis of zebrafish
brains: Development of fast imaging
and segmentations procedures

KEYWORDS:

zebrafish, computer vision, mathematical morphology, high content
screening, toxicology

ABSTRACT

The observation of living organisms by microscopy is of high scien-
tific significance. Zebrafish is a well-adapted model for microscopic
observations because of its transparency which can be improved by
tissue clearing. The objective of my work was to develop a set of meth-
ods to develop a high-throughput platform for zebrafish. All steps are
considered: sample preparation and mounting, acquisition optimiza-
tion and automatic analysis of 3D images. The proposed complete
methodology makes it possible to observe in the order of a hundred
samples per batch. An alignment was obtained by automatic regis-
tration of the images based on the interocular axis. Segmentation of
the shape of the embryo and of a part of its brain opens the possibil-
ity of volumetric analysis. Precision and versatility of the algorithms
were estimated. Capacity of this method to generate original results
has been tested with two projects in the biomedical scope: analysis
of mutants with neurodevelopmental defects and teratogenic effect
of anticancer treatments. We have shown that the platform results
in considerably improved precision thanks to volumetric estimations.
This platform and the obtained results led to a publication. During
my work, I noticed the limits of the clearing methods. I develop a
contrast correction algorithm that was published in a second article.
In addition, a user-friendly software package was developed. This
work will offer the zebrafish and similar communities working on
other model species a new tool allowing the analyze of a wide vari-
ety of biological processes on a large scale and with high resolution.
Additional applications are discussed in the “perspective” part of my
work.
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LE POISSON ZEBRE, UN MODELE IDEAL POUR
LES CRIBLES HAUT-CONTENU

1.1 LE POISSON ZEBRE, LE SECOND MODELE LE PLUS UTILISE
EN LABORATOIRE

Le poisson zebre est une espece de poisson d’eau douce originaire
d’Asie et tres commune au nord de I'Inde (voir Figure 1). Il appartient
a la famille des Cyprinidae, comme la carpe commune.

Figure 1: poisson zébre adulte.
Ce poisson d’eau douce est un organisme modele important pour
la communauté scientifique.

Il s’agit du second organisme modeéle le plus employé. Presque qua-
tre milles publications ont utilisé le mot "zebrafish" en 2019 selon
PubMed(voir Figure 2).
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Figure 2: Référencement du terme "zebrafish" au sein de PubMed.
Presque 4000 publications en 2019 sur le poisson zébre, le second
modeéle le plus utilisé en laboratoire.
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Son utilisation en tant qu’organisme modele est fréquente pour
plusieurs raisons.

1.1.1  Un modele compact et fertile

Le poisson zébre adulte mesure environ quatre centimetres. Cette pe-
tite taille présente plusieurs avantages.

Tout d’abord, il est possible d’élever un grand nombre de poissons
dans un espace réduit [11]. Un second avantage de cette petite taille
est qu’elle permet de faciliter le transport et les expérimentations avec
ce modele. Il est en effet possible de transporter facilement un grand
nombre d’oeufs mais aussi des juvéniles ou des adultes. Cet aspect
facilite le partage de lignées mutantes ou transgéniques. La petite
taille de cette espece permet de réduire le cotit des expérimentations.
Elle permet par exemple d’utiliser moins d’anticorps pour effectuer
le marquage immuno-histochimique d’échantillons entiers ou permet
de réduire le nombre de champs optiques nécessaires pour la réali-
sation d’imagerie d’individus entiers. La petite taille permet aussi
de manipuler facilement un grand nombre d’échantillons en paral-
lele [21, 215]. Les pipetages a large échelle sont possibles a des stades
précoces, ce qui rend possible I'automatisation de différents traite-
ments [123, 191].

Le poisson zebre possede une fertilité adaptée aux expériences im-
pliquant un grand nombre d’échantillons. Tout d’abord, la femelle
pond les oeufs qui coulent au fond de ’aquarium ce qui permet de les
récupérer aisément. Chaque ponte contient entre 100 et 500 oeufs ce
qui permet par exemple facilement d’identifier des combinaisons de
mutations dans la descendance d’un animal édité. TPS s’est doté de
structures d’élevage qui permettent de caractériser pres de 200 pois-
sons en parallele isolés dans une cage unique dans de bonnes condi-
tions de bien-étre (Marie-Elise Schwartz, TPS-AQUA, communication
personnelle). En permettant d’utiliser un plus grand nombre d’échan-
tillons, la grande quantité d’oeufs obtenus par reproduction permet
d’augmenter la significativité statistique des analyses réalisées, ce qui
permet de valider des processus biologiques discrets. Enfin, dans des
conditions optimales d’élevage, le poisson zebre devient fertile en en-
viron 3 mois. Cet intervalle entre générations peut étre raccourci a 2
mois pour les males en utilisant des robots nourrisseurs qui effectuent
quatre nourrissages quotidiens, week-end compris.

Le statut légal du poisson zébre aux stades précoces renforce 1'in-
térét de son utilisation en laboratoire. En effet, une espéce aquatique
élevée en laboratoire rentre dans le cadre de la directive européenne
n°2010/63/UE seulement a partir des stades larvaires autotrophes
soit environ a 6 jours post-fertilisation (dpf) chez le poisson zébre.
Cette définition permet donc de ne pas considérer les stades de déve-
loppement du poisson zebre entre la ponte et 5dpf comme animal de
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laboratoire nécessitant une autorisation d’expérimenter. L’'alevin vé-
siculé de poisson zébre a 5 dpf, aussi appelé eleuthéroembryon (EE),
est ainsi largement employé en toxicologie. De plus, a ces stades, les
larves de poissons zébres vivantes présentent une forte transparence
(voir Figure 3), ce qui permet d’imager des structures non périphéri-
ques sans réaliser de coupes [9, 30, 68, 98].

Figure 3: Vue dorsale d'un EE de poisson zebre.
A des stades de développement précoces, cet organisme modele
est trés transparent. Il présente néanmoins des mélanocytes pig-
mentés qui doivent étre rendus transparents par un traitement de
dépigmentation.

Malgré tous les avantages présentés ici, I'utilisation du poisson ze-
bre en laboratoire serait limité s’il ne possédait pas un grand nombre
de ressources dédiées. Nous allons donc maintenant présenter certai-
nes de ces ressources.

1.1.2  De nombreux protocoles expérimentaux sont disponibles chez le pois-
son zébre

L'utilisation du poisson zébre comme organisme modele a pris son
essor durant les années 1970 [106]. En 50 ans, ce modele a ainsi été
largement étudié en laboratoire. En particulier, des études ont rapi-
dement essayé de déterminer les conditions optimales nécessaires a
une bonne croissance et une reproduction efficace du poisson zebre
en captivité, dans des conditions de bien-étre acceptables [45, 46]. De
plus, la présence de longue date de cette espéce au sein des labo-
ratoires a permis la mise en place d’au moins 34 fonds génétiques
de référence pour les individus sauvages, permettant d’étudier la di-
versité des génomes des individus étudiés. Afin d’utiliser au mieux
ce modéle, de nombreux outils ont été développés. En particulier, la
plupart des techniques permettant la modification de génomes ont
été adaptées au poisson zebre [10, 18, 54, 89]. Il est ainsi possible de
créer facilement différents types de lignées de poissons zébres géné-
tiquement modifiées, que ce soit pour la création de lignées rapportri-
ces [21, 62] ou pour la création de lignées KO ou KI [115]. Plusieurs
centres de ressources et bases de données ont été créés. Par exemple,
le Zebrafish International Resource center (ZIRC), situé a Eugene en
Oregon, met a disposition de la communauté plus de 43000 lignées.
Ce centre de ressources permet ainsi d’assurer une meilleure repro-
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ductibilité des études en permettant d’accéder a des poissons ayant
un fond génétique déterminé et des insertions ou mutations validées.
En plus de ce centre de référence, le Zebrafish Information Network
(ZFIN) est une base de données centrée sur le poisson zebre. Cette
base de données concentre en un unique site I'ensemble des informa-
tions utiles pour effectuer des expérimentations sur le poisson zebre.
Dans ce cadre, un catalogue de protocoles a été mis a disposition
pour permettre de faciliter la diffusion des méthodes permettant de
travailler avec le poisson zébre.

Ce modele est aussi référencé par des institutions gouvernementa-
les pour le développement d’essais toxicologiques. L'OCDE a ainsi
émis différents protocoles visant a standardiser son utilisation pour
I'étude de la toxicité aigué pour les embryons [145]. Ces tests peuvent
mesurer la toxicité a de courtes expositions durant les stades précoces
(embryon et EE) [144] ou bien étudier des stades plus tardifs, et par
exemple caractériser les défauts de croissance juvénile suivant I'expo-
sition a des molécules toxiques [142]. La directive REACH de 1'Union
Européenne, qui vise a réglementer les études des risques liés aux
substances chimiques, se concentre particulierement sur 1’'étude des
perturbateurs endocriniens. Dans ce cadre, une méthode de mise en
évidence de l'activité endocrine d’une substance chimique sur des
EEs de poisson zebre est reconnue comme méthode de référence [43].

Il ne fait ainsi pas de doute que poisson zébre est pertinent pour dé-
tecter d’éventuels effets déléteres de molécules chimiques sur les pois-
sons des rivieres et méme les poissons marins. En revanche, du fait
de la distance évolutive avec ’homme, les conclusions tirées d’études
sur le poisson zebre ne peuvent constituer que de premiers éléments
qui doivent étre confirmés par des tests sur d’autres especes , bien
évidemment des mammiferes, mais aussi des amphibiens. En cas de
caractérisation d’effets toxiques d’une molécule sur les stades préco-
ces, on peut considérer le poisson zébre comme un lanceur d’alerte
concernant le potentiel tératogénique de cette molécule en particu-
lier. En aucun cas, 'absence d’effet ne peut étre une preuve de son
innocuité.

1.1.3 De nombreuses applications en recherche biomédicale

Le poisson zeébre possede 80% de genes homologues avec ’humain [81].
Ce taux d’homologie permet d’utiliser le poisson zébre pour la mo-
délisation d"un certain nombre de maladies humaines. En particulier
avec l'apparition des dernieres méthodes d’édition du génome per-
mettant d'introduire des mutations ponctuelles par réverse transcrip-
tion[135, 221], il est possible de modéliser les maladies humaines avec
précision, en introduisant chez le poisson zebre des variations a des
positions orthologues de variations pathogenes humaines. Bien en-
tendu, ces modeéles, en particulier du fait de leur capacité a effectuer
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de la microscopie a haut-contenu et haut-débit contribuent a la com-
préhension des mécanismes physio-pathologiques, du génotype au
phénotype, et a éclairer comment une mutation entraine des effets
cellulaires ciblés et parfois discrets sur le long terme, dans le cadre
de l'organisme entier. Ils permettent aussi d’effectuer des études pré-
cliniques visant a déterminer des cibles thérapeutiques, voir tester
des traitements contre ces maladies [158, 173, 200] en particulier les
thérapies innovantes utilisant des cellules souches ou immunitaires,
ou des méthodes d’édition du génome. Une grande diversité de ma-
ladies sont abordées, car I'’EE et les juvéniles possedent des organes
trés similaires & ’humain, méme s’ils sont de plus petite taille et con-
sidérablement simplifiés. On peut par exemple citer les maladies neu-
rodégénératives [55], les anomalies du développement [118, 175] ou
les maladies cardiaques [24, 207].

La Table 1 résume les caractéristiques du poisson zebre ainsi que
les avantages que 1’on peut en tirer.

CARACTERISTIQUES AVANTAGES

Petite taille Faible cotit d’entretien et d’imagerie

Grande taille d’échantillons
permettant une haute puissance statistique
capable de détecter
des phénomenes biologiques discrets

Haute capacité de reproduction

Développement rapide Réduction du temps d’expérimentation

Vaste quantité de ressources

Modgle bien établi et de bases de données

Possibilité de création de mutants
grace a une large variété d’outils de Possibilité d’étude d'un gene précis
modification du génome

Table 1: La poisson zebre présente de nombreux avantages expliquant sa
large utilisation dans la communauté scientifique

1.2 AUTRES MODELES ANIMAUX POUVANT TIRER PROFIT DES
RESULTATS DE MA THESE

Nous allons maintenant présenter trois especes par ordre croissant de
divergence avec le poisson zebre: le médaka, le xénope et la souris.

1.2.1 Le médaka, un modele complémentaire au poisson zebre tres utilisé
en toxicologie

Le médaka est un poisson téléostéen originaire d’Asie du Sud-Est
(voir Figure 4).

Il est de taille comparable au poisson zeébre et présente une gesta-
tion courte et prolifique. Sa capacité a résister au froid, et son dévelop-
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Figure 4: Femelle médaka portant une grappe d’oeufs située sous son ven-
tre.
Son développement embryonnaire plus long que le poisson zebre
et sa capacité a résister au froid permet de faciliter I'envoi d’échan-
tillons.

pement embryonnaire, non pas de 48h comme chez le poisson zebre
mais de l'ordre de dix jours, facilite son transport, permettant ainsi
par exemple pour une plateforme de facilement distribuer des oeufs a
d’autres laboratoires. Plusieurs outils de modification du génome ont
été mis en place chez Oryzias latipes[7, 99], ce qui permet la création
de lignées rapportrices, de lignées knock-out et de lignées knock-in [1,
58, 93, 163, 208]. Enfin, a l'instar du poisson zeébre avant 120 heures
post-fertilisation (hpf), le médaka avant 240 hpf n’est pas autotro-
phe. Les embryons et eleutheroembryons ne sont donc pas dans le
périmetre de la directive 2010/63/EU de 'Union Européenne. Ainsi,
ces stades ne font pas I'objet de demande d’expérimentation animale
avant tout projet étant susceptible d’induire une douleur.

C’est aussi un poisson tres résistant, qui possede un génome plus
compact que le poisson zebre et trés distant évolutivement de ce
dernier (plus de distance qu’entre le poulet et 'homme) et qui a de
trés bons taux en édition du génome du fait de la possibilité de re-
froidir I'oeuf. Il possede aussi de nombreuses sous especes ou especes
soeurs , dont certaines sont marines, ce qui permet de trés intéres-
santes études comparées. On retrouve ainsi les premiéres publications
utilisant Oryzias latipes deés 1921 [4]. Son utilisation dans le cadre de
publications scientifiques reste assez faible, avec en moyenne deux
cents publications annuelles référencées par PubMed(voir Figure 5).
Mais il est par exemple utilisé dans 'étude du systéeme reproduc-
teur [58, 75] ou en toxicologie [16, 29, 33, 161]. En particulier, son
utilisation dans I'étude des perturbateurs endocriniens a été 1’objet
d"un protocole de I'OCDE [143], en faisant un organisme de choix
dans 1’étude de 'activité endocrine d"une molécule [31, 38, 181].

Les premieres utilisations du médaka dans le cadre de crible haut-
contenu sont référencées des les années 1980 [27, 71]. Cependant, il
s’agit d'un organisme rarement référencé pour le crible haut-contenu
par imagerie [59, 61].
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Figure 5: Référencement du terme "medaka" au sein de PubMed.
Le médaka est un modéle complémentaire au poisson zébre,
surtout utilisé en toxicologie. La communauté de chercheurs tra-
vaillant sur le médaka reste de taille beaucoup plus restreinte que
celle travaillant sur le poisson zebre.

Il est pourtant possible d’utiliser un systeme d’imagerie développé
sur le poisson zébre en effectuant peu de modifications pour le faire
fonctionner sur le médaka.

1.2.2  Le xénope, un modele de référence en biologie du développement

Xenopus laevis est une espeéce d’amphibiens originaire d’Afrique aus-
trale (voir Figure 6). Bien qu’une femelle ne puisse étre stimulée pour
la reproduction que tous les trois mois, sa capacité a produire jusqu’a
4000 oeufs par ponte permet d’avoir rapidement un grand nombre
d’échantillons. Elle est en particulier connue du grand public pour
étre la base d'un des premiers procédés de détection de grossesse
chez I'humain dans les années 1950 [40, 78, 160] et pour avoir servi
de modele pour le clonage , ce qui a été récemment récompensé en
incluant aux co6tés d’autres chercheurs JouN GURDON dans un prix
Nobel attribué au clonage.

Il s’agit donc d'un organisme modele établi de tres longue date
dans la communauté scientifique. Les premieres publications scien-
tifiques l'utilisant date de 1930 [47], et plus de 1000 publications y
faisaient référence en 2000. Son utilisation est cependant en baisse
depuis 2010. (voir Figure 7).

Le xénope est un modele d’intérét pour plusieurs domaines. Il
s’agit par exemple d’'un modele de référence dans 'étude du systeme
visuel [95, 164, 202], en particulier grace a sa capacité de régénération
de la lentille de I'oeil apres ablation de cette lentille [74]. Le passage
de I'état de tétard a I’état juvénile, appelé métamorphose, est controlé
chez Xenopus laevis par des hormones thyroidiennes [23, 57]. Cette
particularité rend ce modele particulierement intéressant dans I'étude

9
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Figure 6: Xénopes adultes.
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C’est un modele utilisé de longue date en embryologie. Ses ovo-
cytes sont aussi utilisés pour exprimer des protéines. De plus, sa
métamorphose étant contr6lée par des hormones thyroidiennes,
il s’agit d'un modele de choix pour l'étude des perturbateurs en-
docriniens.

Photographie prise par David J. Stang et mise a disposition sous li-
cence Creative Commons Attribution-Share Alike 4.0 International
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Figure 7: Référencement des termes "xenopus laevis" au sein de PubMed.

Le xénope est un modéle historiquement trés utilisé qui reste en-
core important pour la communauté scientifique méme si le nom-
bre de publications est en baisse.

des perturbateurs thyroidiens [34, 112, 113]. Enfin, Xenopus laevis ne
développe que peu de cancers spontanés [170] mais il est possible
d’induire la formation de tumeurs. Ces caractéristiques en font un
modele de choix aussi bien dans 1’étude de la réponse immunitaire
anti-tumorale que dans le développement des cancers [70]. Ces der-
nieres années, le développement de méthodes de transgénese chez
Xenopus laevis [190] a permis la mise en place rapide de lignées rap-
portrices ou de lignées permettant I'étude de mutations responsables
de maladies humaines.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=xenopus+laevis&sort=pubdate

1.2 IMAGERIE EN FLUORESCENCE DU POISSON ZEBRE

1.2.3 La souris, un modele omniprésent en neuroscience

La souris est 'organisme vertébré le plus étudié en laboratoire. Son
utilisation est décrite dés le dix-septiéme siécle. Plus de 8oooo publi-
cations référencaient ce modele en 2019 (voir Figure 8).
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Figure 8: Référencement des termes "mus musculus" au sein de PubMed.
La souris est incontestablement le modele le plus utilisé par les
chercheurs.

Les outils permettant la modification de son génome sont large-
ment développés [107]. Il est donc possible de modifier le génome
de souris pour pouvoir utiliser ce modeéle comme outil d’étude de
pathologie humaine. Par exemple, la souris est régulierement utilisée
pour étudier diverses maladies neurodégénératives, comme la mala-
die d’Alzheimer [69, 177, 193], la sclérose latérale amyotropique [3,
102, 127] ou la maladie de Huntington [39, 42, 156].

1.3 LA TRANSPARENCE DU POISSON ZEBRE EN FAIT UN MODELE
IDEAL POUR L'IMAGERIE EN FLUORESCENCE

Afin d’étre par exemple en mesure de détecter les déformations indui-
tes par 1’exposition d'un poisson zeébre a un polluant, ou d’analyser
le patron de fluorescence d’une lignée rapportrice, il est nécessaire
d’adapter différents systémes d’imagerie aux poisson zebre. Nous al-
lons donc présenter différents systemes d’imageries en fluorescence
utilisés chez le poisson zebre.

1.3.1 La récente diversification des méthodes de microscopie en fluorescence

La maniére la plus simple d’effectuer une imagerie en fluorescence
implique I'épifluorescence. Ceci consiste a émettre un faisceaux lumi-
neux par le moyen d’une source lumineuse avec un spectre variant de
lI'infrarouge jusqu’a l'ultraviolet. La sélection de la longueur d’onde
désirée pour 1'observation se fait simplement par le choix d'un filtre.

11
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La simplicité, la rapidité et le faible cotit de cette approche la rend par-
ticulierement répandue dans les laboratoires, alors qu’elle présente
plusieurs limitations. Son défaut principal est sa forte profondeur de
champs. Quelque soit la position du plan focal, le détecteur recevra
des photons d’autres positions en Z, ce qui limite fortement la résolu-
tion de 'image, méme si des post-traitements par déconvolution sont
effectués.

La microscopie confocale par balayage laser est une des premieres
méthodes d’imagerie ayant été mise au point pour compenser ce dé-
faut. Brevetée en 1957 (voir Figure 9), la microscopie confocale repose
sur l"utilisation d"une source lumineuse laser et d"un iris.

FIG. 3.
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Figure 9: Principe de fonctionnement d"un microscope confocal
Le point principal de cette approche consiste a placer le capteur
(28) apres un iris (26). Cet iris va empécher la captation de photons
ne se trouvant pas dans le plan focal de la lentille (11), ce qui
permet d’obtenir une tres faible profondeur de champ.
Schéma issu du brevet de MARVIN MINKsY déposé en 1957.

Placé dans le plan focal conjugué de 'objectif utilisé, cet iris va em-
pécher les photons ne se trouvant pas dans le plan focal de I'objectif
d’atteindre le détecteur. De cette maniére, seuls les photons provenant
du plan focal observé retournent au détecteur, ce qui permet d’obtenir
une profondeur de champs tres faible. Cette derniere sera proportion-
nelle au diametre de l'iris. Au minimum, une profondeur de champs
d’environ 400nm peut étre obtenue. En déplagant 1’objet avec une
platine motorisée, il devient alors possible de réaliser des images 3D
ayant des résolutions inférieures au micron. La grande précision de
cette méthode et la versatilité permise par les méthodes de marquages
en ont ainsi fait un outil de choix pour 1’'étude de phénomenes cellu-
laires et sub-cellulaires.

Cependant, cette méthode présente deux défauts majeurs. Premie-
rement, I'énergie nécessaire pour l'illumination de 1’objet est impor-
tante, ce qui produit un risque de photo-toxicité et de photo-blanchi-
ment. Deuxiémement, 1'atténuation lumineuse des faisceaux lasers
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utilisés ne permet pas d’étudier des échantillons épais sans clarifica-
tion préalable.

La microscopie par excitation biphotons améliore la pénétration
au sein de "échantillon. Le concept d’excitation a deux photons est
basé sur le fait que pour exciter un électron a un niveau quantique
supérieur, plusieurs photons (d’énergie plus basse) peuvent de facon
combinée apporter I'énergie nécessaire a 1’excitation (voir Figure 10).
Chaque photon transporte environ la moitié de 1'énergie nécessaire
pour exciter la molécule. Cette excitation entraine 1’émission ultérieure
d’un photon de fluorescence. Pour que deux photons ayant une forte
longueur d’onde et une faible énergie soient en mesure d’exciter un
fluorophore, ils doivent étre absorbés simultanément. Sans dispositif
particulier, la probabilité d'un tel évenement est tres faible. Par con-
séquent, un puissant pic de photons d’excitation est généralement
requis, ce qui peut étre généré par un laser femto-seconde.

Monophoton  Biphotons

Etat o  \=—
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Figure 10: Principe des excitations mono-photons et bi-photons.

Pour exciter une molécule, il est nécessaire que le photon inter-
agissant avec cette molécule ait une énergie supérieure a 1’écart
d’énergie entre I'état fondamental et 1’état excité. Cependant, si
deux photons incapables d’exciter une molécule interagissent si-
multanément avec la molécule, leurs énergies seront sommeées, ce
qui peut permettre de fournir assez d’énergie.

Traduit et adapté de Obeidy, Tong et Weninger, Journal of Inves-
tigative Dermatology, 2018 [146].

L'utilisation de l'excitation biphotons présente plusieurs avantages.
Tout d’abord, la réduction de I'énergie des photons infra-rouge émis
permet de réduire la photo-toxicité et le photo-blanchiment. La lu-
miere infra-rouge péneétre mieux et diffuse moins dans les tissus, ce
qui permet d’imager des tissus plus épais (voir Section 1.4.1). Cepen-
dant, l'utilisation de laser femto-secondes implique une forte augmen-
tation des cofits d’achat et de maintenance relativement a 'emploi
d"un microscope confocal a balayage laser.

Une autre stratégie permettant I'imagerie en fluorescence est 'ima-
gerie par nappe de lumiere [204] (voir Figure 11). Cette derniere con-
siste principalement a rajouter une lentille sphérique dans le trajet du
faisceau laser émis, pour générer une fine nappe lumineuse qui va se
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former autour du point focal de cette lentille. En plagant 1’échantillon
a imager dans le plan focal de la lentille, il est alors possible d’exciter
les fluorophores sur une tres faible épaisseur. Il suffit alors de placer
l'objectif perpendiculairement aux faisceaux émis pour récupérer le
résultat de l'excitation des fluorophores au sein de la nappe de lu-
miere.

Lentille i
Dilatateur circulaire Camera Lentille
de faisceau | d'imagerie
<
.—----—-'_"_-'= X
Laser Zone
focale
Lentille de
collimation

Figure 11: Principe de fonctionnement d’un microscope par nappe de lu-
miére.
Une lentille circulaire permet de créer une nappe de lumiere au
niveau de la zone focale. En plagant ’échantillon au sein de cette
nappe, il est alors possible de diminuer la quantité de lumiere
traversant 1’échantillon, ce qui réduit la photo-toxicité.
Traduction d’une figure provenant de Voie, Burns et Spelman,
Journal of Microsocpy, 1993 [204].

Cette approche présente plusieurs avantages. En illuminant 1'en-
semble du plan en une seule fois, il est possible d’acquérir le sig-
nal avec une caméra qui a une vitesse d’acquisition supérieure aux
scanners qui captent la lumiére point par point. Cela réduit consid-
érablement la photo-toxicité et le photo-blanchiment, ce qui est parti-
culiérement avantageux pour les observations in vivo. De nombreuses
améliorations sont apparues au fil du temps, comme par exemple
des feuilles de lumiere plus homogenes obtenues grace a I'emploi de
deux sources opposées [84], ou bien 'emploi de deux objectifs. Ce-
pendant, 1"utilisation de la nappe de lumiére limite la pénétration en
profondeur dans I’échantillon, ainsi que la taille du champ d’acquisi-
tion, ce qui oblige a des acquisitions chevauchantes et des opérations
de stitching des images treés lourdes. Enfin, cette méthode génere des
images de taille considérable (environ 1 To par image), ce qui ral-
longe les opérations informatiques comme le transfert des données,
leur archivage et le traitement des images.
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1.3.2 La microscopie confocale, la méthodologie la plus adaptée au crible
haut-contenu

Deux stratégies permettent de faciliter I’acquisition de poisson zebre
en grand nombre: "utilisation de cuves contenant les échantillons, ou
l"utilisation de capillaires.

Il est possible de faciliter I’acquisition du poisson zebre par deux
approches: Assurer une régularité de placement entre les échantillons,
pour pouvoir paramétrer plus facilement le systéme d’imagerie, et as-
surer |'orientation des échantillons. La premiere approche consiste
a utiliser des plaques standardisées (par exemple avec 96 puits) qui
possedent des espacements réguliers. Un échantillon est placé dans
chaque puits, puis 'ensemble du puits est imagé. Cette stratégie per-
met des procédures robotisées ce qui multiplie le nombre d’échantil-
lons gérés simultanément. Cependant, cette approche impose d’effec-
tuer des images bien plus grandes que 1'objet d’intérét et une grande
partie des images ne contiennent donc pas d’information. Souvent, la
grande taille de la zone d’acquisition rend impossible le développe-
ment d’imagerie a haute résolution.

La seconde approche implique 1'utilisation de moules de montage.
On peut soit utiliser des moules permettant de créer des puits dans
un gel, puits dans lesquels les échantillons seront insérés [41, 100],
soit des moules pour créer des pieges faisant appel a la microflu-
idique pour contraindre les échantillons [96]. Dans les deux cas, ces
solutions permettent d’'imposer 1’orientation des échantillons. De plus,
les systémes de créations de puits ont été couplés avec l'utilisation de
plaques standardisées [215]. Il est ainsi possible de coupler les avan-
tages des deux approches afin de limiter la zone d’imagerie et en
ayant des échantillons présentant 1’orientation désirée.

Le Vertebrate Automated Screening Technology bioimager [152]
(VAST) est la méthode de robotisation d’acquisition d’images de pois-
son zebre par capillaire la plus représentée dans la littérature [91, 191].
Il permet d'imager des échantillons entre 2 et 5 dpf (voir Figure 12).

Ce systéme est un accessoire a associer a un microscope droit ou
inversé, que ce soient des microscopes a epifluorescences, des mi-
croscopes confocaux ou des microscopes a disque rotatif [44, 65]. Le
VAST est un systéme de pompes et de moteurs permettant d’aspirer
des larves de poisson zébre dans un capillaire, dont une partie en
verre est placée sur la platine du microscope. Il est possible de faire
tourner le capillaire afin d’assurer 1'orientation désirée de I'échantil-
lon. Cet outil permet donc de faciliter I'imagerie du poisson zébre en
assurant la qualité de positionnement des échantillons.

Il est possible de réaliser un chargement manuel des échantillons
ou bien d’utiliser un robot de chargement des échantillons permet-
tant de pipeter automatiquement des échantillons qui se trouvent
dans une plaque de culture cellulaire (ayant jusqu’a 96 puits). Cepen-
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oMull VAST BioImager

Figure 12: VAST couplé a un microscope Zeiss Axio.

Le VAST est un systeme d’automatisation d’acquisitions basé sur
l'utilisation de capillaires. Les EE de poisson zébre sont pipetés
dans le capillaire. Une partie du capillaire est attachée sur la pla-
tine d'un microscope de maniére a permettre 1’acquisition de 1'é-
chantillon. Un moteur permet a cette partie de tourner afin d’ori-
enter les échantillons. La reconnaissance de cette orientation est
automatique, ce qui assure a l'utilisateur une orientation optimale
de l'acquisition.

Reproduit a partir de Pulack, Methods, 2016 [162].

dant, ce systeme, lourd a mettre en oeuvre, est de plus relativement
fragile, et requiert une longue expertise du systéme pour étre fiable.
De plus, 'utilisation de capillaires induit des aberrations optiques en
dehors du centre du capillaire ce qui empéche 1'obtention d’images
3D sans aberration sur les cotés et donc par exemple toute analyse
volumétrique. Enfin, "utilisation de capillaires limite la gamme de di-
ametres des échantillons, les juvéniles ne pouvant par exemple pas
étre observés.

1.4 LA CLARIFICATION DE TISSU, UNE APPROCHE RECENTE PER-
METTANT L'IMAGERIE D'ECHANTILLONS EPAIS

1.4.1 L'absorbance et la réfraction, les deux limites a la pénétration de la
lumiere

Deux propriétés physiques peuvent limiter la pénétration de la lu-
miere au sein des tissus [174]. La premiere est I’absorption lumineuse,
due a la capacité de certaines molécules a capter les photons qu’elle
rencontre. L'absorption induit ainsi une diminution de l'intensité lu-
mineuse proportionnelle a la quantité de milieu traversé, ce qui en-
traine la perte partielle ou totale de I'information dans les images
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3D. Bien entendu, les pigments en particulier absorbent énormément
de lumiere. Ainsi, trois molécules sont les principales cibles de la
dépigmentation de tissus animaux [8, 154, 174] (voir Figure 13 et Fi-
gure 14a). En particulier, pour les longueurs d’ondes inférieures a 600
nm, la mélanine et '’héme de '’hémoglobine. Les fluorophores sont ex-
cités par des longueurs d’ondes principalement comprises entre 480
nm et 650 nm, et ré-émettent des photons ayant une longueur d’onde
comprise entre 500 nm et 670 nm. Pour les lignées transgéniques, le
développement de méthodes de clarification optique doit donc néces-
sairement comporter une étape permettant en priorité de limiter la
présence de ces molécules.

10
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Figure 13: Absorption de I'hémoglobine, de 'eau et de la mélanine en fonc-
tion de la longueur d’onde.
Ces molécules sont les cibles principales de la dépigmentation car
elles sont les principales causes d’absorption lumineuse au sein
des tissus. En particulier, on remarque un pic d’absorption entre
400 et 6oonm, ce qui correspond malheureusement aux longueurs
d’ondes des fluorochromes utilisés.
Traduction d'une figure provenant de Sandell et Zhu, Journal of
biophotonics, 2012 [174].

La seconde propriété qui perturbe I'imagerie est la réfraction de la
lumiere: en passant d’un milieu ayant un indice de réfraction a un
autre, un faisceau lumineux va étre dévié en fonction de son angle
d’incidence. En modifiant le trajet des photons, il est possible que
deux photons arrivant au méme endroit n’aient pas la méme source.
Ainsi, la réfraction rend les images floues. De plus, le passage d'un
photon d’un milieu a un autre peut étre impossible si le milieu d’arri-
vée dispose d'un indice de réfraction plus bas que le milieu de départ.
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En particulier, certains photons ne traverseront pas un tissu efficace-
ment (voir Figure 14b).

Au sein de tissu biologique, la réfraction est due a des hétérogé-
néités a deux échelles. Au niveau cellulaire, les lipides contenus dans
les membranes de la cellule ou du noyau entrainent les changements
d’indice de réfraction. Au niveau d'un organe, un type cellulaire peut
avoir un indice de réfraction tres différent d’un autre, et donc étre
plus ou moins différent du milieu d’imagerie. Les méthodes de clari-
fication de tissu ont donc en partie pour objectif de diminuer I'impor-
tance de ces hétérogénéités (voir Figure 14c).

(a) Echantillon (b) Echantillon (c) Echantillon
délipidifié dépigmenté dépigmenté
avec pigments avec lipides et délipidifié

" s af II-

Figure 14: Coupes parasagittales d’EE de poissons zébres acquises par mi-
croscopie confocale apres appariement de l'indice de réfraction.
(a) Sans dépigmentation, L’absorption lumineuse par la mélanine
se trouvant dans les pigments rend 'acquisition impossible sous
ces pigments. On voit ainsi des cones sombres au sein de 1’échan-
tillon (tétes de fléche). (b) Sans délipidification, la réfraction au
sein des tissus empéche l'acquisition des régions profondes et
floute I'acquisition. (c) Coupler la délipidification et la dépigmen-
tation permet d’obtenir une imagerie optimale sur ’ensemble de
I’échantillon.

1.4.2 Les quatres étapes de la clarification de tissus

Quatre étapes sont généralement mises en oeuvre [187, 198]: la fixa-
tion, la dépigmentation, la délipidification et I'appariement de 1'indice
de réfraction.

Au sein des tissus, la plupart des protéines n’induisent pas de mo-
difications du trajet de la lumiere. En liant les protéines entre elles, il
est alors possible de solubiliser les lipides sans risquer de modifier la
morphologie des structures. Avant clarification, plusieurs molécules
peuvent étre utilisées, comme le méthanol et le paraformaldéhyde.
Le méthanol dénature les protéines et les précipite, ce qui crée un
maillage a partir des protéines se trouvant dans les tissus. Le parafor-
maldéhyde va former des liaisons covalentes avec les atomes d’azote
se trouvant dans les protéines, ce qui permet une fois encore de créer
des liens entre les protéines.

La dépigmentation consiste a détruire chimiquement les pigments
par l'utilisation de peroxyde d’hydrogéne, qui va entrainer une oxy-
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dation des protéines, avec deux effets principaux. Le premier est bien
stir de détruire les pigments mélaniques. De plus, en dénaturant les
protéines, le peroxyde d’hydrogéne va diminuer les interactions entre
les protéines et les photons. Les réactions utilisant le peroxyde d’hy-
drogene sont catalysées par la lumieére. Il peut donc étre compliqué
d’obtenir un traitement adapté car il n’est pas simple de parfaite-
ment maitriser la lumiere environnante. De plus, les protéines sont
dénaturées sans sélectivité, et les protéines fluorescentes perdent leur
activité. On doit alors a nouveau marquer ces protéines a 1’aide d’anti-
corps, ce qui rallonge considérablement le protocole. Pour imager de
telles lignées, il est ainsi préférable d’utiliser des lignées de mutants
ne présentant pas de pigmentations sur le corps [8, 213].

Comme vu précédemment, les lipides constituent une des sources
principales de réfraction. La délipidification fait appel a des déter-
gents, comme le dodécylsulfate de sodium (SDS), le triton-X100 ou le
tween-20.

Enfin, pour supprimer la réfraction due a I'hétérogénéité des indi-
ces de réfraction entre 1'objet a étudier et le milieu d’imagerie, des
solutions d’appariement de 1'indice de réfraction ont été développées.
Cette étape consiste donc simplement a effectuer des bains de solu-
tions pour changer l'indice de réfraction de I'ensemble des tissus, afin
d’imposer le méme indice de réfraction pour les tissus et pour le mi-
lieu d’imagerie. Deux types de solutions sont utilisés pour réaliser
l'appariement d’indice de réfraction.

On peut utiliser des solvants organiques comme 1’éther dibenzy-
lique ou le tetrahydrofurane, solutions qui possedent un indice de
réfraction (1.56) proche de l'indice du verre (1.54). Elles sont tres ef-
ficaces mais déshydratent les échantillons, ce qui les fragilise et com-
plexifie I’acquisition microscopique. En effet, ces solutions présentent
des risques importants pour la santé humaine et pour l'environne-
ment. Ces solutions sont donc a privilégier seulement pour l'image-
rie d’échantillons de trés grandes tailles quand les autres méthodes ne
sont pas assez efficaces. En utilisant alors des macroscopes, il est plus
facile de construire des cuves étanches pour 1'imagerie, la distance de
travail et la taille des champs étant tres grandes.

Afin d’apparier l'indice de réfraction, il est aussi possible de pré-
parer de grands volumes de solutions aqueuses sans risque pour la
santé, et d’utiliser des objectifs plongeants. Ce sont par exemple des
solutions trés concentrées en sucres (fructose ou sorbitol). Leur cofit
est tres faible. D’autres produits moins visqueux sont maintenant
privilégiés. L'indice de réfraction de la solution étant proportionnel
a la concentration, il est possible d’adapter I'indice de réfraction en
fonction du tissu a étudier sans toutefois pouvoir dépasser 1.49. Cet
indice inférieur au verre conduit a utiliser des objectifs plongeants
dédiés. La présence d’eau dans le milieu rend I'imagerie d’échantil-
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lons en profondeur moins performante typiquement pour des échan-
tillons de plus de 1mm.

1.4.3 Particularités des méthodes par deshydratation et hyperhydratation

Au fil du temps, de trés nombreux protocoles de clarification de tissus
ont été publiés. Je présente ici les plus emblématiques, certains ayant
été adaptés par TPS au poisson zebre, et étant couramment utilisés.

Sans clarification, le signal obtenu avec un microscope confocal est
tres dégradé si la lumiere a parcouru quelques centaines de microns
dans une larve ou un cerveau de poisson zebre. Pour des échantil-
lons présentant une épaisseur maximale de 8oo microns, tel qu'un EE
de poisson zebre, il est possible d’utiliser une procédure de clarifica-
tion relativement simple et rapide n'impliquant que deux étapes : la
dépigmentation et 'appariement de l'indice de réfraction [2].

iDISCO [167] est une méthode de clarification commengant par
la déshydratation des tissus par méthanolisation avec les avantages
décrits précédemment. L'appariement de 1'indice de réfraction est en-
suite réalisé en placant les échantillons dans une solution d’éther di-
benzylique. Cette solution permet une clarification optique optimale,
en éliminant I’ensemble des éléments pouvant opacifier les échantil-
lons. 1l est ainsi possible d’imager des échantillons de grandes tailles,
comme des souris entieres. Mais comme indiqué précédemment, 1'u-
tilisation de solvants organiques et en particulier de solvants aroma-
tiques présente des risques importants pour la santé et pour I'envi-
ronnement. De plus, en retirant ’eau des échantillons, ces approches
réduisent la taille des échantillons [56]. Cette réduction permet d'im-
ager des échantillons plus gros, car en perdant en épaisseur, il sera
plus facile d’'imager I’ensemble de 1’objet. Mais la déformation induite
sur les tissus peut étre suffisamment importante pour déformer une
structure et empécher toute analyse volumétrique.

La génération de protocoles les plus récemment publiés ont pris le
nom de CUBIC [185, 186]. Il impliquent plusieurs solutions de délipi-
dification et d’appariement d’indice de réfraction, une d’elle étant for-
mulée pour obtenir de I’hyperhydratation grace a la présence d'urée.
Bien que cet ajout d’eau puisse sembler contre intuitif, ces solutions
permettent d’homogénéiser 1'indice de réfraction en augmentant la
proportion d’eau dans les tissus. L'emploi d'urée va de plus entrai-
ner un éclatement des membranes, ce qui va permettre de faciliter
la délipidification. Ceci peut détruire certains types cellulaires com-
plexes. Aussi, I'hyperhydration génére une augmentation de la taille
des tissus [56] avec le risque de les déformer. Pour la clarification
d’échantillons de grandes tailles, il est pertinent de réaliser une sur-
fixation des tissus par hydrogel [32, 168]. La matrice d’hydrogel va
remplacer le milieu intersticiel, limitant ainsi la modification de taille
des tissus [56].
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CUBIC présente I’avantage de pouvoir étre utilisé avec une grande
variété de solutions de clarification, adaptées a une grande diversité
de tissus.

1.5 LE CRIBLE HAUT-CONTENU, UNE APPROCHE DE CHOIX POUR
L’ETUDE TOXICOLOGIQUE

1.5.1 Les cribles haut-contenu nécessitent des expertises multiples
A Torigine, le crible haut-contenu est un ensemble de méthodes dé-

veloppé pour étudier rapidement les effets d'un grand nombre de
molécules chimiques. Ces méthodes sont particulierement utilisées en

toxicologie [224] ou dans la recherche de candidats médicaments [120].

Afin d’expliquer le fonctionnement d’une procédure de crible haut-
contenu, je prends 'exemple de 1’analyse toxicologique. Pour com-
mencer, des échantillons biologiques vont étre placés individuelle-
ment dans des plaques multi-puits. Les échantillons biologiques peu-
vent étre de différentes natures, comme des protéines, des cellules,
ou des individus entiers. Chaque échantillon va ensuite recevoir une

N

solution ayant une concentration connue de la molécule a étudier.
L'effet de la molécule a chaque concentration sera alors enregistré
par une procédure de mesure, selon 1'étape dite de phénotypage. Il
peut s’agir de mesure physico-chimiques ou de mesures par image-
ries. Ces mesures vont alors étre automatiquement analysées pour
déterminer si la molécule utilisée est toxique. Un schéma résumant

le principe du crible haut-contenu est visible en Figure 15.

* Exposition a
un polluant
* ADNs * Exposition a
¢ Protéines un ARN * Classification
. . * Mesure
* Cultures de interférant ou hysico- * regroupement
cellules =| ala = Ehi\:'ni e )|« Statistiques
« Coupes CRIPSR/Cas13 qt + Machine
L P * Imagerie .
¢ Individus * Mutagénése learning
entiers systématique
par
CRIPSR/Cas9

Figure 15: Schéma du principe du crible haut-contenu
L'objectif de ces approches est d’étre en mesure de traiter rapi-
dement un grand nombre d’échantillons. Les approches dévelop-
pées doivent donc étre simples et précises, et chaque étape doit
étre la plus optimisée possible. Cette optimisation passe souvent
par la robotisation et I'informatisation.

Pour gérer le trés haut-débit des expériences, il est souvent néces-
saire de développer des méthodes de robotisations soit pour charger
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les échantillons en plaque, soit pour permettre d’effectuer automati-
quement les traitements, ou encore pour effectuer automatiquement
les mesures. De la méme manieére, il est nécessaire de réaliser 1’auto-
matisation du traitement des mesures effectuées. En effet, la quantité
souvent colossale de données générées par ce type d’approches né-
cessite de lourds pipelines informatiques. Le développement d'une
approche de crible haut-contenu repose donc sur une association de
biologie, de robotique et d"informatique (voir Figure 16).

Ces méthodes ont deux avantages: elles permettent tout d’abord de
tester rapidement une grande quantité de molécules et de concentra-
tions. Certaines plateformes de crible haut-contenu sont ainsi capable
d’étudier jusqu’a cent milles molécules par jour en routine, comme
le Molecular Screening Shared Resources de UCLA. De plus, par la
multiplication du nombre d’échantillons pour chaque condition, ces
méthodes possedent une forte représentativité statistique. Enfin, en
permettant de standardiser I'ensemble des étapes de traitements, les
procédures de crible haut-contenu offrent une reproductibilité iné-
galée.

Cependant, ces méthodes ne se généralisent pas pour tous a cause
de trois défauts majeurs. Ces dispositifs impliquent 1’achat de sys-
témes de robotisation et d’informatique au cotit souvent prohibitif.
Elles nécessitent des compétences multi-disciplinaires pour assurer
qu’aucun goulet d’étranglement n’affecte I'efficacité des pipelines, mais
aussi des spécialistes tres pointus et expérimentés dans chaque do-
maine par exemple pour assurer la maintenance des outils. Ceci est
tout particuliérement vrai pour les cribles impliquant des étapes d’i-
magerie. En effet, un grand nombre d’étapes complexifient 1"utilisa-
tion de l'imagerie. Ce sont par exemple des méthodes fines de mon-
tage d’échantillons nécessitant des impressions en 3D d’objets dédiés,
ou des pipelines informatiques originaux pour piloter les microsco-
pes automatiques. Il faut ensuite développer une grande variété de
programmes informatiques dont des algorithmes de détection auto-
matique permettant d’extraire les informations souhaitées des ima-
ges. Les solutions de crible haut-contenu utilisant I'imagerie de pois-
son zebre sont actuellement peu nombreuses , encore un plus faible
nombre sont commercialisées et elles n‘impliquent quasiment jamais
I'acquisition d’images 3D.

1.5.2 Différentes approches de crible haut-contenu utilisent déja le poisson
zebre

Nous avons vu dans la Section 1.3.2 que différentes méthodes permet-
tant de faciliter ’acquisition d’images de poisson zebre ont été mises
au point. Pour pouvoir utiliser ces méthodes dans le cadre de crible
haut-contenu, il est nécessaire de mettre au point des procédures de
traitement d’images automatiques. Nous allons donc voir différents
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Figure 16: ARQiv-HTS, un parfait exemple de plateforme permettant le
Crible haut-débit.
Cette plateforme a été développée pour utiliser le poisson zebre
comme modele d’étude de candidats médicaments. La robotisa-
tion de la manipulation des échantillons et de I'imagerie, couplée
a l’analyse automatique des mesures effectuées permet ainsi de
traiter jusqu’a 13000 échantillons par semaine. C’est une plate-
forme haut-débit particulierement efficace. En revanche, seule
une analyse en fluorométrie simple est réalisée. Ce n’est donc
pas une plateforme a haut-contenu.
(1) Lecteur automatique de plaque. Cet appareil va automatique-
ment réaliser la mesure de quantité de fluorescence pour chaque
échantillon au sein de la plaque introduite. (2) Un systeme de
pipetage permet d’automatiser la réalisation de dilutions sériées
et 'administration des candidats médicaments. (3) Un robot de
pipetage trie les alevins et les place dans des plaques 96 puits.
(4) Un lecteur de codes barres identifie les plaques au moyen
d’un code barre. (5) Un robot pipeteur automatise 1’administra-
tion d’anesthésiant aux alevins. (6) Un clapet anti-retour permet
de changer de solution sans risquer de polluer les solutions méres.
(7) Un robot manipulateur de plaque permet de déplacer les
plaques entre les différents éléments de la plateforme.
Reproduit a partir de White et al, Nature Protocols, 2016 [212].

exemples de méthodes ayant automatisé 1’acquisition et le traitement
des échantillons afin de permettre le développement de crible haut-
contenu.

Comme décrit en Section 1.3.2, le VAST permet d’effectuer rapide-
ment des acquisitions treés standardisées de poisson zébre. Suite a la
commercialisation de cet outil, différentes équipes ont utilisé les ima-
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ges produites pour mettre au point des procédures de segmentation
semi-automatiques ou automatiques des acquisitions réalisées.

FishInspector [191] est un logiciel réalisant automatiquement la dé-
tection de plusieurs caractéristiques des échantillons imagés. Il s’agit
de I’étude la plus avancée dans le développement d'une méthode de
crible utilisant le VAST. Le VAST est utilisé pour acquérir 4 images:
une vue dorsale, une vue ventrale et une vue de chaque coté. Ces
images sont utilisées pour détecter automatiquement les caractéris-
tiques suivantes: la forme générale de la larve, 1'oeil, la notochorde,
les pigments, le sac vitellin, 1’otolithe, la position de l'extrémité de
la machoire inférieure, la vessie et le péricarde. Afin d’améliorer la
précision des segmentations automatiques, le logiciel offre a 1'utilisa-
teur des outils permettant de les modifier. Une fois les segmentations
validées, un workflow Knime est utilisé pour réaliser 1’analyse des
résultats. Cette étude propose donc une méthode permettant d’auto-
matiser le positionnement des échantillons sous le microscope, 1'ima-
gerie des échantillons, la détection des régions d’intérét et 1’analyse
de ces régions. En couplant cette procédure & un robot de traitement
des échantillons, il est ainsi possible de réaliser un crible haut-con-
tenu complet permettant d’étudier des défauts morphologiques chez
le poisson zébre. Cependant, cette méthode ne semble pas étre en
mesure d’effectuer des analyses de signaux fluorescents alors que le
VAST peut étre placé sur des microscopes a fluorescence. Les images
ont aussi des aberrations dues a 1’acquisition en capillaire.

L'équipement d'imagerie ACQUIFER permet d’automatiser ’acqui-
sition d’échantillons placés dans des plaques de 96 puits. Sans déve-
loppement particulier, il s’agit simplement d'une plateforme d’ima-
gerie haut-débit optimisée pour I'imagerie du poisson zéebre. En utili-
sant des moules de montage [215] (voir Section 1.3.2), il est possible
d’assurer un montage identique pour tous les échantillons. Le dispo-
sitif va alors étre en mesure de réaliser des images présentant tou-
jours les mémes caractéristiques. Différentes routines d’analyses des
images obtenues ont été proposées pour étudier plusieurs organes
comme les reins ou le coeur [150, 182, 211]. Des images 2D et 3D a
faible résolution sont obtenues en raison d’objectifs a faibles grossisse-
ments.

Les méthodes de cribles employant le poisson zebre utilisent des
méthodes d'imagerie 2D ou des méthodes ayant une faible résolution
en profondeur. Comme vu en Section 1.3.2, les limitations imposées
par les capillaires du VAST imposent I'emploi d’images 2D, et les
microscopes a épifluorescence ont une profondeur de champ impor-
tante, ce qui implique un manque de précision dans l’acquisition.

L'utilisation d"une unique image 2D est un frein pour deux raisons.
Considérons pour la suite que le systéme d’imagerie utilisé dispose
d’une faible profondeur de champs. Considérons de plus l'image-
rie d’une structure plane, comme une toile d’araignée. Si la toile se
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trouve dans le plan d’acquisition, il sera possible de réaliser une ac-
quisition de celle-ci sans probleme. Cependant, la moindre déviation
du plan d’acquisition entraine une impossibilité d'imager la structure.
L'utilisation d"une simple image 2D avec un systéme a faible profon-
deur de champ implique donc d’étre en mesure d’assurer un par-
allélisme parfait entre 1'objet et la lentille de l'objectif. En prenant
I'exemple de la toile d’araignée, il est possible de faire une estimation
du parallélisme nécessaire. Imaginons que 1'on essaie d’imager une
toile d’araignée parfaitement plane faisant 1 millimetre de diametre
et une épaisseur négligeable avec un dispositif d’acquisition ayant
une profondeur de champs de 1 microns. Afin de s’assurer que 1’en-
semble de la toile soit incluse dans la profondeur de champ, il serait
nécessaire que 1’angle formé par la lentille de 1’objectif et le support
d’acquisition soit inférieur a 0.06°.

Deux situations peuvent alors se produire. Si on utilise un systéme
d’imagerie ne filtrant pas les photons qui proviennent de la coupe
optique désirée, tout élément de la toile sortant de la zone couverte
par la profondeur de champs sera flou. A l'inverse, si on utilise un
systéme ne permettant de capter que les photons provenant de 1'é-
paisseur décrite par la profondeur de champ, comme un microscope
confocal, alors tout élément sortant de cette zone ne sera pas visi-
ble. Il est donc quasi impossible d’imager correctement des structures
planes en utilisant des images 2D. De plus, la plupart des structures
biologiques ne sont pas planes mais au contraire trés complexes en
3D. Ainsi, le développement de cribles pour I'étude de structures cé-
rébrales par imagerie 2D est souvent insuffisante pour donner des
informations ne risquant pas de comporter des artefacts, sauf si 1’ob-
jet peut étre réorienté automatiquement et précisément, comme dans
le cas de la plateforme ZeBralnspector que nous avons développé, qui
implique des images 3D permettant de capturer des images 2D dans
n‘importe quelle orientation.
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L"ANALYSE D'IMAGE EST AU CEUR DES
METHODOLOGIES DE CRIBLE HAUT-CONTENU

2.1 PRESENTATION DE DIFFERENTES STRATEGIES DE SEGMEN-
TATION AUTOMATIQUE

La segmentation d’image consiste a grouper des pixels afin d’extraire
une information de I'image, par exemple identifier une ou plusieurs
régions d’intérét. Dans le cadre d'imageries de tissus biologiques, ces
régions d’intérét peuvent étre un organe entier ou une sous-région de
cet organe [44, 67, 116], une anomalie dans une structure [82, 171, 205]
ou un caractere particulier [191]. L'approche la plus simple de seg-
mentation consiste a manuellement annoter 'image que I’on souhaite
étudier pixel par pixel. Cette approche permet en principe d’avoir le
résultat le plus précis, mais c’est une procédure extrémement longue,
ce qui rend son emploi incompatible avec le traitement d'un grand
nombre d’images. Il est interminable de définir manuellement et de
fagon précise les limites d’une région, et la segmentation manuelle
présente de forts risques de biais inter et intra-individuels [76]. Les
biais intra-individuels peuvent étre limités par l'utilisation d’outils
de segmentation semi-manuels [14, 15] qui permettent a 1'utilisateur
de définir un ensemble de parametres qui seront ensuite appliqués
a toutes les segmentations manuelles effectuées par cet utilisateur.
La segmentation manuelle reste malgré tout une procédure de choix
dans l'évaluation d’algorithmes de segmentation. Pour accélérer la
segmentation et la rendre plus précise, il est possible de mettre en
place des algorithmes de segmentations automatiques. Nous allons
donc maintenant faire un état de 1'art de différentes approches de
segmentations automatiques, et aussi exposer les limites inhérentes a
ces algorithmes.

2.1.1 Le seuillage, une approche simple mais insuffisante

Le seuillage est une procédure d’étiquetage des pixels en deux classes
en fonction des valeurs de gris des pixels. Elle consiste a conserver
tous les pixels supérieurs a une valeur définie. De par sa simplicité,
elle a été une des premieres stratégies de segmentation automati-
que [148, 172]. De plus, il s’agit d"une procédure régulierement util-
isée dans l'initiation de segmentations manuelles. Cette méthode est
applicable dans de nombreux cas: par exemple pour estimer la radio-
densité d"un tissu dans le cas d’images de scanner, ou pour mettre en
avant des régions d’intérét par un marqueur, tel qu'un anticorps lié
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a un fluorophore. Au fur et a mesure du développement des métho-
des de segmentations automatiques, les seuillages se sont diversifiés.
Nous allons donc maintenant présenter diverses approches de seuil-
lages présentes dans la littérature.

L’approche la plus simple est I'emploi d'une valeur de seuil définie
a priori [77]. De nombreux outils de visualisation d’images permet-
tent d’effectuer rapidement ce type de procédures et de les automati-
ser, par exemple avec des macros Image].

Cependant, la détermination de la valeur seuil est un point limitant
de cette méthode, du fait de la variabilité des niveaux de gris entre
acquisitions, en particulier si les dispositifs d’imagerie ne sont pas
calibrés. Si les images ne sont pas saturées , le méme histogramme
de valeur de gris pour une modalité donnée est obtenu quelque soit
I'opérateur ou l'appareil employé. Différentes approches de seuillage
utilisent cet histogramme pour choisir la valeur seuil.

La solution la plus simple consiste a ne conserver qu'une propor-
tion de pixels, en choisissant la valeur seuil de maniére a ce que le
nombre de pixels ayant une valeur supérieure a ce seuil soit équiva-
lent a la proportion de pixels que 'on souhaite conserver. Cette mé-
thode présente toutefois le défaut de devoir prédéfinir la surface to-
tale de la segmentation, ce qui peut induire des défauts importants
de segmentations si la taille ou la forme des objets varient. Il est donc
souhaitable de tenter de définir automatiquement la valeur seuil, une
des premieres approches de ce type ayant été proposé par NoBUYUKI
Otsu [148].

Considérons une image pouvant étre scindée en deux classes de
valeurs de gris. Il existe alors une valeur de gris permettant de maxi-
miser la variance inter-groupe des valeurs de gris au sein des deux
classes définies par cette valeur. On appelle cette valeur de gris critere
d’Ortsu. Ce critere est intéressant car en maximisant la variance inter-
classe, on minimise les variances intra-classes. Or, on suppose que
des classes ayant une variance interne minimale possedent une plus
grande cohérence. On utilise ainsi I’histogramme des valeurs de gris
de I'image pour chercher le critere d’O1su qui coupe alors I'image
en deux régions cohérentes. Cette méthode est encore régulierement
employée pour réaliser des segmentations automatiques [83, 87, 104].

Cette approche est facilement généralisable a la segmentation de
plusieurs classes de pixels. Pour une segmentation en n classes, il
suffit alors de chercher les n — 1 criteres permettant de maximiser les
variances entre chaque groupe.

La simplicité des algorithmes de seuillage les rend présents dans
de nombreuses algorithmes de segmentations automatiques alors que
ces approches présentent de nombreux défauts. Tout d’abord, ces ap-
proches considerent que 1'image est séparable en région ayant des
valeurs de gris proches. Il est cependant possible qu'une région d’in-
térét ne soit pas uniforme, et présente en son sein une grande variété
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de valeurs de gris. Si les transitions ne sont pas abruptes, 1'utilisa-
tion d’algorithmes de seuillage devient alors impossible. Ensuite, il
s’agit pour la plupart d’algorithmes appliqués sur I’ensemble de Ii-
mage ce qui peut entrainer de nombreuses complications. Ne prenant
pas en compte le voisinage de chaque pixel, ces algorithmes conside-
rent indifféremment un pixel se trouvant bien au centre de la région
segmentée ou a l'extérieur, isolé sur un fond plus sombre par ex-
emple. Cela méne a des isolats de pixel au sein d'une région. Enfin,
ces procédures n’étant basées que sur la séparation de 1'image en
deux classes de valeurs de gris, il n’est pas possible de segmenter
des régions ayant des valeurs de gris similaires mais séparées par un
changement de textures ou séparées par un changement local d’inten-
sité lumineuse. Dans certains cas, I'emploi de filtres avant et apres
le seuillage peut permettre d’obtenir malgré tout une segmentation
correcte. La morphologie mathématique apporte certains filtres, mais
aussi ses propres procédures de segmentation.

2.1.2 La morphologie mathématique ameéliore la précision des segmenta-
tions

La morphologie mathématique est un théorie mathématique principa-
lement développée afin de mettre au point des procédures d’analyse
d’image[138]. Deux opérateurs de bases sont employés, 1’érosion et
la dilatation. Pour une image en niveaux de gris, il s’agit de calculer
respectivement le minimum ou le maximum au sein du voisinage de
chaque pixel (Voir Figure 17). Ce voisinage est appelé élément struc-
turant, et peut avoir un grand nombre de formes .

L'utilisation d"une forme particuliere peut permettre de révéler une
structure particuliere dans une image (voir Figure 18). Par exemple,
une érosion par un ensemble de lignes ayant différents angles peut
permettre de faire disparaitre les structures linéaires. Un troisieme
opérateur est le filtre de rang, qui consiste a conserver pour chaque
pixel la ni®™¢ valeur de gris au sein de 1'élément structurant, n étant
le rang de l’élément. L'exemple de filtre de rang le plus connu est le
filtre médian, qui remplace le pixel par la valeur médiane au sein de
I'élément structurant choisi.

En combinant I’érosion et la dilatation, deux opérateurs se rajoutent.

La succession d'une érosion puis d'une dilatation utilisant le méme
élément structurant est appelé une ouverture (voir Figure 19b). Cet
opérateur permet de supprimer des objets de petites tailles ou des
structures fines. A l'inverse, la succession d"une dilatation puis d"une
érosion est appelée une fermeture (voir Figure 19c). A l'inverse de
I'ouverture, cet opérateur permet de remplir des aires et permet de
joindre des éléments proches entre eux. L'ouverture, la fermeture et
le filtre de rang sont ainsi des outils de choix pour le pré-traitement
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(a) Image d’origine (b) Apres dilatation (c) Apres erosion
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Figure 17: Exemple d’application d'une érosion et d"une dilatation.
La dilatation consistant a conserver pour chaque pixel le maxi-
mum local se trouvant au sein du voisinage, elle va avoir pour
effet d’étaler les blancs. A l'inverse, 1’érosion va étaler les noirs.

(a) Image d’origine (b) Cercle

Figure 18: Exemple d’application d’'une dilatation avec différentes formes

d’éléments structurants, comme indiqué au dessus de chaque
panneau.
Le choix de l’élément structurant utilisé a un impact important
sur le résultat. L'utilisation d’éléments structurants circulaires ou
elliptiques ne permet pas de conserver les lignes. L'utilisation de
ligne horizontale fera disparaitre toute ligne n’ayant pas la méme
orientation.
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d’images, en permettant d’apporter une cohérence topographique a
I'image que 1'on veut étudier.

(a) Image d’origine (b) Ouverture (c) Fermeture

74

Figure 19: Exemple d’application d"une ouverture et d"une fermeture.
L’'ouverture permet de supprimer les éléments fins ou isolés. La
fermeture permet de relier deux régions ou de supprimer des
zones sombres. En lissant les images en fonction du voisinage
de chaque pixel, ces opérateurs améliorent les segmentations par
seuilage

La fermeture et l'ouverture permettent de définir deux transforma-
tions, les chapeaux haut-de-forme blanc et noir[20, 50, 51]. Le cha-
peau haut-de-forme blanc consiste en la soustraction d'une ouver-
ture a I'image d’origine, alors que le chapeau haut-de-forme noir est
la soustraction de I'image d’origine a une fermeture de cette image.
L'utilisation du chapeau haut-de-forme blanc permet la mise en évi-
dence de régions ayant une forte intensité dans une zone restreinte
ou ayant une forme particuliere (voir Figure 20b). A l'inverse, le cha-
peau haut-de-forme noir permet la mise en évidence de la proximité
entre deux régions, ou la délimitation entre deux objets clairs (voir Fi-
gure 20c). Enfin, une derniére transformation est le gradient morpho-
logique. Calculé comme la soustraction d'une érosion a une dilatation
d’une image, le gradient morphologique permet de connaitre 1'évolu-
tion des valeurs de gris en chaque point de I'image (voir Figure 21b).

Ces différents opérateurs et transformations sont réguliérement em-
ployés conjointement a une segmentation par seuillage, que ce soit
pour préparer le seuillage ou améliorer ses résultats [12, 88].

De plus, la morphologie mathématique propose un outil de seg-
mentation, la ligne de partage des eaux [17, 35, 108, 131, 132, 203]. En
hydrologie, la ligne de partage des eaux est la ligne permettant de
séparer différents bassins versants. Ces lignes sont définies principa-
lement en fonction de la topographie de la région étudiée, et suivent
ainsi les crétes topographiques. En considérant les valeurs de gris
d’"une image comme décrivant la hauteur d’un pixel, il est alors pos-
sible d’effectuer une analogie entre les deux systémes. Un algorithme
de ligne de partage des eaux aura ainsi pour but de définir a quelle
région appartient chaque pixel. Pour définir son appartenance, cet
algorithme calculera & quel bassin versant appartient chaque pixel.
Pour cela, il utilise deux informations: une image qui servira de carte
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(b) Chapeau (c) Chapeau

(a) Image d’origine haut-de-forme blanc haut-de-forme noir

74 74 4

Figure 20: Exemple de l'application d'un chapeau haut-de-forme.
Le chapeau haut-de-forme noir consiste & soustraire 1'image d’o-

N

rigine a une fermeture de cette image. A l'inverse, le chapeau
haut-de-forme blanc consiste a soustraire une ouverture a I'image
d’origine.

Les chapeaux haut-de-forme permettent ainsi de détecter des élé-
ments isolés, de mettre en avant des démarcations ou des régions
situées entre deux objets proches.

topographique, comme le gradient d"une image, et une liste de mar-
queurs qui serviront a définir les bassins versants (voir Figure 21b).
L’algorithme va alors attribuer a chaque pixel un label définissant a
quel bassin versant il appartient (voir Figure 21c et Figure 21d). Les
lignes de partages des eaux seront alors I’ensemble des pixels pour
lesquels deux bassins versants se sont rencontrés. Cette approche
permet ainsi de relier entre elles des régions présentant des valeurs
de gris cohérentes afin de segmenter les régions par proximité to-
pographiques des pixels [49, 114].

Cependant, la sélection des marqueurs permettant 1'initialisation
du calcul de lignes de partage des eaux constitue une limite de cette
méthode. En effet, l'utilisation d'un trop grand nombre de points
peut amener a un découpage en un trop grand nombre de parties
différentes (voir Figure 22a). De plus, un marqueur absent ou mal
positionné induira une mauvaise segmentation de la région d’intérét
(voir Figure 22b).

Ces approches ont été remplacées au cours de la derniere décennie
par des algorithmes utilisant les réseaux de neurones profonds.

2.1.3 Une approche émergente, la segmentation par réseaux de neurones
profonds

L’apprentissage par réseau de neurones est une technique de classifi-
cation basée sur une analogie avec une vision simplifiée du fonction-
nement du cerveau. Un ensemble de signaux interagit avec une pre-
miere couche de neurones. Chaque neurone de cette premiere couche
va étudier ce signal, et émettre un signal répondant a sa fonction d’ac-
tivation. Ces signaux vont alors exciter ou inhiber une seconde couche
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(b) Gradient morphologique de 1'image

(a) Image d’origine d’origine et marqueurs employés

74

(c) ligne
de partage des eaux (d) Bassins versants obtenus

Figure 21: Exemple d’application d'une ligne de partage des eaux.
La ligne de partage des eaux est calculée en utilisant le gradient
morphologique de 1'image d’origine et les marqueurs représen-
tés en (b). Le gradient morphologique est un opérateur de mor-
phologie mathématique consistant & soustraire une érosion a une

2

dilatation de 1'image d’entrée, ce qui permet de connaitre I'évo-
lution locale des niveaux de gris. La ligne de partage des eaux
fournit ainsi une démarcation entre différentes bassins versants,
ce qui fournit une segmentation de I'image.

de neurones, qui vont émettre a leur tour un signal répondant a la
fonction d’activation choisie. Les signaux vont ensuite étre propagés
vers les couches plus profondes jusqu’a atteindre la derniére couche
de neurones, qui fournira le résultat désiré. Cependant, pour chaque
neurone, les signaux recus doivent étre pondérés afin de faire réa-
gir chaque neurone d’une méme couche différemment. L'étape d’ap-
prentissage du réseau de neurones consiste ainsi a faire varier ces
poids pour que les résultats du réseau de neurones convergent vers
une situation d’équilibre donnant les meilleurs résultats pour la clas-
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(a) Trop grand nombre de marqueurs

b) Marqueurs mal placés ou absents

B

Figure 22: Exemple de marqueurs entrainant des erreurs de segmentation.
Un trop grand nombre de classes de marqueurs va entrainer un
sur-découpage, alors qu'un mauvais placement des marqueurs
peut mener a omettre certains éléments ou mener a de mauvaises
définitions de la ligne de partage des eaux.

sification des signaux d’entrée utilisés pour 1’entrainement. La pro-
fondeur du réseau de neurones est alors définie par le nombre de
couches employé. Une fois entrainés, ces réseaux de neurones per-
mettent d’obtenir rapidement une classification efficace des signaux
fournis.

Les premieres utilisations de ’apprentissage par réseaux de neuro-
nes profonds pour l'analyse d'images a été la classification d’images
en différentes classes [103, 109, 178]. L'évolution des systémes infor-
matiques durant la derniére décennie ayant permis d’effectuer des
réseaux de neurones de plus en plus profonds et de plus en plus
peuplés, il a été possible de transformer ces classifications d’images
en classification de pixels permettant ainsi de mettre au point les
premieres méthodes de segmentation par réseau de neurones pro-
fonds. [134, 169]. Les méthodes de segmentations par réseaux de neu-
rones profonds ont alors été employés pour réaliser des segmenta-
tions de tout type d’objets et sur un large panel de systemes d’image-
ries [97, 216, 217, 219, 220, 223]. Ces méthodes consistent principale-
ment a utiliser un réseau de neurones existant en l’entrainant avec un
jeu de données développé pour permettre de réaliser la segmentation
désirée. Cependant, il est parfois impossible d’acquérir un jeu d’en-
trainement ayant une taille suffisante. Cette collecte peut étre rendue
impossible par la rareté du systeme d’imagerie ou par la difficulté
d’annoter une quantité suffisante de données. Ce dernier point est
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particuliérement prégnant pour la segmentation de structures com-
plexes sur des jeux d’images tridimensionnelles. Nous allons main-
tenant présenter trois solutions pour compenser ce défaut.

La premiére solution est I’enrichissement artificiel du jeu d’entrai-
nement [122, 134, 222]. Cette solution consiste a appliquer aléatoire-
ment des déformations aux images du jeu d’entrainement, afin d’aug-
menter la variabilité des images utilisées pour 'entrainement tout en
connaissant une segmentation manuelle.

La seconde solution est le recours a la science participative [94,
214]. La science participative consiste a demander a un grand nom-
bre de volontaires d’annoter manuellement des données. Les anno-
tations fournies par I'ensemble des utilisateurs sont alors combinées
pour créer un jeu d’entrainement. Par la fusion des segmentations
manuelles d’'un grand nombre de volontaires, il est alors possible
d’égaler en qualité des segmentations manuelles faites par un ex-
pert [128]. Cette approche présente comme avantages le fait d’étre
peu cotiteuse et simple a mettre en place grace a des plate-formes
comme zooniverse. La mise en place d'un jeu d’entrainement peut ce-
pendant étre laborieuse, en fonction de l'intérét des volontaires pour
la tiche demandée.

La derniere solution est le transfert de réseau de neurones. Cette
procédure consiste a utiliser un réseau de neurones préalablement
entrainé pour réaliser une autre segmentation, que ce soit pour d’au-
tres objets [206] ou pour d’autres modalités d’imagerie [66]. Le réseau
est alors ré-entrainé avec un jeu d’entrainement contenant un faible
nombre d’images tout en obtenant des résultats appropriés.

Cependant, les algorithmes de segmentation par réseaux de neuro-
nes profonds, tout comme les méthodes présentées précédemment
sont basées sur un a priori. En effet, ces algorithmes considerent
que l'objet possede des particularités intrinseques permettant de dif-
férencier le fond de l'objet. Nous allons maintenant discuter cet a
priori.

2.1.4 Le fond peut-il toujours étre différencié de I'objet?

La plus grande partie des approches de segmentation automatique
considérent que 'objet est toujours différent du fond. Ces différences
peuvent par exemple étre des différences de valeurs de gris, de forme
ou de texture. Cet a priori est souvent considéré comme un axiome

dans le développement d’algorithmes de segmentations automatiques.

Dans de nombreux cas, cette hypothese est validée, car le systeme
d’imagerie a été optimisé afin d’obtenir la meilleur acquisition pos-
sible de 1'objet a étudier. Il existe cependant plusieurs cas ou cette
hypothese n’est pas validée.

Dans le cas de I'imagerie d’échantillons épais, I'intensité lumineuse
va décroitre en fonction de 1’épaisseur de tissu a parcourir. Cette
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décroissance induit alors un gradient d’intensité lumineuse. Plus le
tissu sera opaque ou aura un indice de réfraction inapproprié a 'ac-
quisition, plus ce gradient sera important. Il est alors possible que
I'intensité lumineuse d’une région d’intérét ne puisse plus étre dif-
férenciée du fond. L'emploi d'une méthode de segmentation visant
a attribuer un label en fonction de l'intensité lumineuse des pixels
devient alors incapable de déterminer la classe a attribuer a chaque
pixel.

Il est aussi possible que 1’échantillon imagé présente en son sein des
variations d’intensités lumineuses au sein d'une méme région (voir
Figure 23a). Il devient alors possible qu'une région d’intérét présente
les mémes valeurs de gris que le fond, ce qui empéche l'utilisation
d’une méthode de segmentation basée sur les différences de valeurs
de gris (voir Figure 23b, Figure 23c et Figure 23d).

(c) Segmentation
(a) Image brute (b) Vérité terrain automatique (d) Comparaison

Figure 23: Résultat de segmentation sur une coupe transversale d"un échan-
tillon de poisson zébre a 5 dpf marquée par anticorps anti-
HuC/D et acquise en microscopie confocale.

La présence d'un important défaut de marquage peut entrainer
simultanément une sous-segmentation et une sur-segmentation.
Ce défaut peut ainsi compromettre la distinction entre le fond
et I'objet d’'intérét. Cet exemple montre qu’'un marquage insuff-
isamment contrasté ne peut étre segmenté correctement par la
machine alors qu'un opérateur humain est en mesure d’effectuer
une segmentation correcte en utilisant ses connaissances.

Les pixels cyan, jaune et blanc représentent respectivement une
segmentation manuelle considérée comme la vérité de terrain, le
résultat de la segmentation automatique et la superposition entre
les deux.

Dans ces deux cas, les méthodes de segmentations basées sur une
différence de valeur de gris seront incapables de déterminer efficace-
ment la position de l'objet d’intérét. De plus, s’il n’est pas possible
de fournir d’autres caractéristiques a la segmentation, la détection de
I'objet d’intérét sera impossible sans pré-traitement des images obte-
nues.

Nous allons donc maintenant voir différentes approches ayant été
proposées pour compenser de potentiels défauts de contraste au sein
d’image.
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2.2 L'AMELIORATION DE CONTRASTE, UNE METHODE INDISPENS-
ABLE POUR COMPENSER LA PERTE D'INTENSITE LUMINEUSE
EN PROFONDEUR

Comme vu précédemment, les images obtenues par un systeme d’i-
magerie peuvent présenter de fortes disparités de contraste, ayant dif-
térentes origines, et il n’est pas toujours possible de corriger tous les
défauts lors de I’acquisition. Il a donc été nécessaire de développer un
certain nombre d’approches de corrections de contraste. Je vais abor-
der trois sortes de méthodes permettant de compenser des défauts
de contraste: des approches basées sur 1’étude de I'histogramme des
valeurs de gris, des approches basées sur la correction de la loi de
Beer-Lambert et enfin des approches basées sur de multiples acquisi-
tions.

2.2.1  L'égalisation d’histogrammes, une approche historique mais limitée

Une des premieres approches d’amélioration de contraste fut ’égali-
sation d’histogramme. Cette méthode vise a "aplanir" I’histogramme
des valeurs de gris de I'image. En considérant la probabilité qu'un
pixel ait une valeur inférieure ou égale a une certaine valeur de gris,
il est possible de calculer une fonction de répartition, qui attribuera a
chaque valeur de gris une nouvelle valeur. De cette maniére, le nou-
vel histogramme aura une répartition plus homogene des valeurs de
gris, ce qui permet en principe d’améliorer le contraste de I'image
(voir Figure 24).

(a) Image d’origine (b) Apres égalisation d’histogramm

3

Figure 24: Exemple d’application d’une égalisation d’histogramme.
Apres égalisation d’histogramme, le contraste est augmenté ce
qui permet de rendre visibles certaines structures tout en entrai-
nant une saturation de certaines régions. L'image d’origine et I'al-
gorithme d’égalisation d’histogramme ont été extraits respective-
ment du module data et du module exposure de skimage


https://scikit-image.org/docs/dev/api/skimage.data.html##skimage.data.moon
https://scikit-image.org/docs/dev/api/skimage.exposure.html
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Cependant, cette approche calculant les nouvelles valeurs de gris
sur la base de l'histogramme des valeurs de gris de 1’ensemble de
I'image, cette approche ne tient pas compte du voisinage de chaque
pixel. Cette approche ne sera par exemple pas en mesure de détecter
un gradient de contraste au sein de I'image, ou une modification lo-
cale d’illumination. Une correction de ce défaut a été apportée par le
développement de 1’égalisation adaptative d’histogramme[86]. Cette
méthode consiste a calculer pour chaque pixel une fonction de ré-
partition. On choisit pour cela une forme représentant le voisinage
de chaque pixel. L’égalisation adaptative d’histogramme calcule la
valeur de gris de chaque pixel en effectuant une égalisation d’histo-
gramme au sein du voisinage. Cette approche locale permet ainsi de
compenser des défauts liés a I'égalisation d’histogramme simple. Ce-
pendant, cette approche est trés sensible au bruit. En effet, le calcul
de la fonction de répartition d’un pixel de bruit présent dans une ré-
gion a intensité quasi-constante entraine I’amplification du bruit (voir
Figure 25). La premiere solution proposée pour corriger ce défaut
fut I'application d’un filtre Laplacien avant de calculer I'égalisation
adaptative d’histogramme [86]. Malheureusement , cela peut altérer
certaines structures de 'image d’origine, et ainsi faire perdre de 1'in-
formation.

(b) Apres égalisation adaptative d’hi-

(a) Image d’origine stogramme

Figure 25: Exemple d’application d'une égalisation adaptative d’histo-
gramme.
Un noyau de 16 pixels a été choisi. Les régions que 1'égalisation
d’histogramme saturait ne le sont plus, mais le résultat de 1'égali-
sation adaptative d’histogramme est particuliérement bruité.

Une solution ultérieure fut le développement de 1'égalisation adap-
tative d’histogramme a contraste limité [159] (voir Figure 26a et Fi-
gure 26b).

Avant le calcul de 1'égalisation adaptative d’histogramme a con-
traste limité, on définit une valeur seuil. L'histogramme des valeurs
de gris pour chaque pixel est calculé et le nombre de pixels pour
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(b) Aprés l'égalisation adaptative

(a) Image d’origine d’histogramme a contraste limité

(d) Histogramme local

(c) Histogramme local apres limitation du contraste
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Figure 26: Exemple d’application de I'égalisation adaptative d’histogramme
a contraste limité.
Le cadre noir représente la région utilisée pour calculer 1'histo-
gramme des valeurs de gris. Un noyau de 16 pixels et une valeur
seuil de 0.03 ont été choisis. Pour les histogrammes, les lignes
vertes et magentas représentent respectivement la valeur seuil et
I'histogramme cumulé. En empéchant la sureprésentation de cer-
taines classes de pixels, la limitation de contraste permet d’étaler
I'histogramme des valeurs de gris, évitant ainsi un pic sur 'histo-
gramme cumulé qui aurait entrainé une saturation de pixels de
bruit.

chaque valeur de gris est comparé a la valeur seuil choisie. Si une
valeur de gris a un nombre de pixels supérieure a la valeur seuil, on
redistribue cet excédant aux autres valeurs de gris (voir Figure 26¢
et Figure 26d). La fonction de répartition est alors calculée sur cet
histogramme tronqué plutoét que sur I'histogramme d’origine. Pour
une région quasi-constante, la redistribution des valeurs trop présen-
tes transforme un histogramme présentant quelques pics en un hi-
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stogramme plat. Ce changement de forme de I'histogramme permet
de réduire 'amplification du bruit, car un pixel de bruit dans une
zone constante ne sera plus détectable sur I’histogramme de réparti-
tion obtenue, et ne sera donc que peu modifié par ’application de la
fonction de répartition.

Bien que publiée pour la premieére fois en 1987 [159], 1’égalisation
adaptative d’histogramme a contraste limité est encore largement util-
isée [36, 119, 180]. En effet, il s’agit d"une méthode dont les principes
sont simples a comprendre, ce qui la rend plus accessible et ce qui
a mené a des développements supplémentaires tres nombreux. Il est
facile d’utiliser cet algorithme sans posséder de connaissances tech-
niques pointues en analyse d’images. Cette méthode a été largement
implémentée dans différents logiciels de traitement d'images, comme
Image], icy et imagemagik. Cependant, méme si le grand nombre
de publications a rendu cette technique trés populaire, elle possede
néanmoins deux défauts majeurs. Le premier est que 1'égalisation
adaptative d’histogramme a contraste limité demande un temps de
calcul important. En effet, le calcul de I'histogramme du voisinage
de chaque pixel est une tache lourde, et méme si des algorithmes
permettant de réduire les temps de calculs ont été proposés [184], 1'u-
tilisation de I'égalisation adaptative d’histogramme a contraste limité
pour des images de grande taille n’a longtemps pas pu étre réalisé
dans un temps raisonnable sur des ordinateurs de bureau. De plus,
la lourdeur des calculs nécessaires a empéché sa généralisation a des
dimensions supérieures a 2 jusqu’a récemment [6, 183]. Le second
défaut est inhérent a la méthode employée. En ne considérant que
I'information fournie par 1'image, ces algorithmes ne prennent pas
en compte de potentiels défauts provenant de considérations physi-
ques. Cependant, d’autres méthodes ont été développées pour per-
mettre de tenir compte de défauts provenant du systéeme d’imagerie
lui-méme.

2.2.2  Compensation de l'atténuation par la modélisation d'une exponen-
tielle décroissante

La loi de Beer-Lambert décrit 1’absorption d’un faisceau lumineux
en fonction de 1’épaisseur de milieu traversé. Elle établit ainsi que
I’absorption d"un rayon lumineux dans un milieu est proportionnelle
a l'intensité lumineuse du rayon, la distance parcourue par ce rayon
et la concentration de molécules responsables de l'atténuation. Cette
loi peut étre décrite par la formule suivante:

L(d) = Loe *4 (1)

avec d la distance parcourue, Ly L'intensité lumineuse initiale, et « le
coefficient d’absorption du milieu.


https://imagej.net/Enhance_Local_Contrast_(CLAHE)
http://icy.bioimageanalysis.org/plugin/adaptive-histogram-equalization/
https://imagemagick.org/script/clahe.php
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Cette loi est fréquemment utilisée en spectrophotomeétrie. En fix-
ant l'intensité lumineuse et la distance a parcourir, I’absorbance ne
devient ainsi plus que fonction de la concentration. Mais cette loi a
aussi été utilisée dans des cadres trés variés, comme 1’évolution de
I'état de santé des canopées [117, 125], ou la mesure de la radiation
stellaire.

En traitement d’image, la compensation de la loi de Beer-Lambert
permet d’améliorer le contraste d’'une image en compensant la perte
d’intensité lumineuse induite par le milieu. L’hypothese de départ
est alors que seule I’absorption est responsable de l’atténuation de
la lumiére dans le milieu, négligeant ainsi I'importance de la diffu-
sion ou de la diffraction. Cependant, la loi de Beer-Lambert étant
proportionnelle aux concentrations de molécules absorbantes, le co-
efficient d’atténuation est fonction de toutes les concentrations dans
le milieu. Utiliser la loi de Beer-Lambert est facile a réaliser dans un
milieu contr6lé ne contenant qu'une molécule absorbante [133]. La
modélisation de I’absorption devient cependant plus complexe dans
des solutions contenant plus d’especes de molécules, le coefficient
d’absorption de la solution devenant la somme des coefficients d’ab-
sorption pour chaque espéce présente dans le milieu.

Ainsi, pour l'imagerie d’échantillons biologiques, tous les tissus ne
vont pas contenir les mémes concentrations d’espéces absorbantes.
L’absorption ne peut donc pas étre calculée pour une profondeur don-
née, mais doit étre calculée pour chaque colonne de voxels [141, 147,
153].

Ces approches demandent cependant une grande quantité de cal-
culs, car il est nécessaire d’effectuer une modélisation pour chaque
colonne. Pour des images de grande taille, le temps nécessaire a de
tels calculs peut étre trop long. Il est alors possible de compenser la
loi de Beer-Lambert en multipliant les acquisitions. Nous allons donc
maintenant voir différentes solutions utilisant la multiplication des
acquisitions.

2.2.3 La multiplication des acquisitions permet de corriger le contraste des
images 3D

Plusieurs approches font appel a des acquisitions successives afin
d’améliorer le contraste de 1'image finale.

Vibe-Z [169] est un logiciel permettant d’étudier le cerveau de pois-
son zébre a 72 hpf. Pour ce faire, un modéle statistique de poisson zeé-
bre a été créé en recalant les marquages au TOTO-3 de 85 échantillons.
Chaque échantillon présente en plus un contre marquage pouvant
étre une révélation par fluorescence par hybridation in situ, par im-
muno-histochimie ou par 'emploi d"une lignée rapportrice. En appli-
quant a ce contre marquage la matrice de déformation employée pour
recaler le marquage au TOTO-3 sur le modele statistique, il est alors

41



42

L'ANALYSE D'IMAGE, NECESSITE POUR LE HCS

possible de connaitre la position la plus statistiquement représenta-
tive de ce contre marquage. Ceci permet ainsi de mettre en évidence
de potentiels colocalisations sans effectuer de multiples marquages.

Vibe-Z comporte deux étapes d’améliorations de contraste basées
sur 'utilisation de plusieurs acquisitions. La premiére étape consiste
a comparer chaque acquisition avec une acquisition de la base de don-
nées du logiciel. L’acquisition de référence est alors choisie pour étre
I'acquisition ayant le marquage le plus homogeéne au sein de la base
de données. Le coefficient d’atténuation de chaque voxel est alors
calculé comme étant le quotient entre l'intensité de 1’échantillon de
référence et le coefficient de I'acquisition a améliorer. Cette appro-
che permet donc de corriger le contraste d’une image par 'emploi
d’une image de référence. Cependant, cette étape ne permet pas de
compenser l'atténuation du signal en profondeur.

Cette correction est réalisée par la seconde étape, qui consiste a
calculer le maximum par paire de voxels entre les deux acquisitions
corrigées. L'acquisition dorsale permet alors de compenser l'atténua-
tion en profondeur de 'acquisition ventrale et inversement. La fusion
de deux acquisitions permet ainsi de corriger les défauts présents
sur I'une d’entre elles. En augmentant le nombre d’acquisitions, il est
alors possible d’améliorer le contraste de I'image finale.

La fusion de plusieurs acquisitions pour la formation d"une image
finale est la base de la tomographie. La tomographie consiste a calcu-
ler pour chaque voxel de 'image finale une valeur basée sur une série
d’acquisitions 2D. L'exemple le plus connu de tomographie est la to-
modensitométrie [80]. Au cours d'un examen tomodensitométrique,
plusieurs acquisitions radiologiques sont effectuées pour chaque plan
de coupe de l'objet a analyser en effectuant une rotation autour de
'objet. Chaque acquisition 2D pouvant étre considérée comme une
représentation de la somme des radiodensités pour un pixel, il est
possible de combiner ces acquisitions afin de créer une carte de radio-
densité. Une fois ces radiodensités calculées, on considere ces valeurs
comme les valeurs de gris de I'image. En reconstruisant 'image a par-
tir d"une collection d’images 2D, il a ainsi été possible de reconstruire
une image 3D dont le contraste ne varie que peu. Cette méthode a
ainsi été employée pour d’autres systémes d’acquisitions.

Comme présenté en Section 1.3.2, le VAST [152] est un systeme d’i-
magerie développé pour permettre 'imagerie haut-débit de poisson
zébre. L'acquisition étant effectuée par le biais de capillaire en verre,
il n’est pas possible de réaliser d’imagerie 3D sans développer d’al-
gorithme pour corriger les effets de lentilles induits par le capillaire.
Les seuls plans d’acquisition permettant d’éviter ce phénomenes sont
donc les plans se trouvant au centre du capillaire. Cependant, ce sys-
teme a été mis au point pour permettre d’effectuer des rotations du
capillaire, et donc de 1’échantillon a imager.
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De cette maniére, il est possible d’utiliser le VAST comme un sys-
teme d’acquisition permettant de faire de la tomographie optique [151],
en effectuant plusieurs acquisitions du méme échantillon selon des
angles différents. En microscopie en champ clair, cette approche a
d’ailleurs été employée pour réaliser la volumétrie de la larve entiere
de poisson zebre [65]. Mais son utilisation couplée a un systeme de
microscopie confocale peut permettre I’acquisition relativement sim-
ple d'images 3D par tomographie optique.

La microscope par nappe de lumiere est une méthode de micro-
scopie par fluorescence [204] (voir Section 1.3). L'illumination de la
région a imager est effectuée par la création d’une nappe de lumiere.
Il est ainsi possible d’illuminer toute une région de 1’échantillon, per-
mettant ainsi d’accélérer 1’acquisition tout en ayant une résolution
axiale comparable a celle d’un microscope confocal. Cependant, la
feuille de lumiere n’est générée que par une source unique. Tout objet
se trouvant ainsi sur le passage de la feuille de lumiere peut induire
une atténuation lumineuse.

Une solution proposée est le développement d'un systéme permet-
tant de réaliser une tomographie optique a partir de différentes ac-
quisitions [85, 126]. L'échantillon est alors placé sur une platine mo-
torisée permettant de réaliser des rotations. En permettant de réaliser
I'acquisition 3D d’un méme échantillon selon différents angles, il de-
vient possible de réaliser une tomographie optique de I'échantillon.
Cette approche est intéressante car elle permet de faire une tomogra-
phie optique en se basant sur des données tridimensionnelles.

Bien que ces approches permettent d’obtenir des images plus pro-
ches de la réalité biologique ou physique de l’échantillon étudié, les
dispositifs nécessaires a ces acquisitions sont limitants. Concernant
Vibe-Z, il est rare qu'un microscope dispose des deux objectifs per-
mettant de réaliser 1'imagerie d'un échantillon selon deux positions
opposées. 1l est possible de réaliser I'imagerie des deux faces de 1'é-
chantillon séquentiellement en retournant 1’échantillon, puis de re-
caler les deux acquisitions entre elles, mais la grande quantité de
manipulations nécessaires rend cette solution incompatible avec le
développement d'une plateforme d’imagerie haut-débit. De la méme
maniere, 1'utilisation d’outils comme le VAST demande un systéme
d’imagerie spécifique et peu versatile. Il est ainsi nécessaire de dédier
un microscope uniquement a l'imagerie haut-débit, ce qui n’est pas
forcément intéressant. Enfin, avec les solutions basées sur la microsco-
pie en nappe de lumiére, il est difficilement possible de réaliser un
montage permettant ’acquisition de plusieurs échantillons en une
seule session d’imagerie. Ces méthodes nécessitent pour la plupart
de multiplier les acquisitions nécessaires a la réalisation d"une seule
image, augmentant le temps dévolu a l'imagerie et au traitement de
I'image. L'approche de 'amélioration de contraste par 1'emploi de
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plusieurs acquisitions semble en résumé peu compatible avec le déve-
loppement d’une plateforme de crible haut-contenu.

2.3 ENJEUX DES ALGORITHMES DE RECALAGE ET SEGMENTATION
POUR L’ANALYSE HAUT-CONTENU

Le développement d"une procédure d’analyse haut-contenu nécessite
le développement de segmentations et d’analyses automatiques, ren-
dues nécessaires par la quantité de données générées, impossible a
traiter manuellement, et parce que 'automatisation des analyses as-
sure une meilleure reproductibilité des analyses. Deux enjeux cru-
ciaux pour les analyses automatiques sont la rapidité d’exécution des
algorithmes et la robustesse des approches proposées.

2.3.1 Le temps d’analyse d'image ne doit pas dépasser celui de I'acquisition

Le développement de procédure d’analyse haut-contenu nécessite
le traitement d’un grand nombre d’échantillons en un temps limité,
typiquement 96 échantillons imagés lors d"une unique session. Si le
temps nécessaire a l'application des algorithmes de segmentation et
d’analyse est supérieur au temps nécessaire a 1’acquisition, le goulet
d’étranglement se situe au niveau du traitement informatique des
échantillons.

Les systéemes d’imagerie en 3D créent en effet des images de grande
taille et la saturation des disques durs est un probleme récurrent. Une
seule session nocturne d’imagerie a TPS peut engendrer plusieurs
centaines de giga-octets de données et les disques tera-octets sont
rapidements saturés. Une fois les échantillons analysés, il est souvent
nécessaire de les archiver afin de libérer de 1’espace disque pour les
futures images.Le probleme s’accroit avec I'optimisation des cribles.
Un crible de juvéniles de 21 jours, deux fois plus longs et larges que
des EE de poisson zebre, conduit & des images presque 10 fois plus
grandes. Or, le temps de traitement étant souvent fonction du nom-
bre de voxels, 'augmentation des tailles des images induit en premier
lieu une augmentation du temps de calcul. Le développement d’algo-
rithmes de segmentation automatiques devient alors un compromis
entre vitesse d’exécution et exactitude des segmentations obtenues.

Dans la plupart des cas, les méthodes développées depuis plusieurs
décennies impliquent des calculs optimisés [155, 197, 199], ce qui per-
met ainsi souvent de créer des algorithmes rapides. Plus le nombre
d’acquisitions nécessaires pour la création d"une image est élevé, plus
le temps nécessaire d’enregistrement est long. Ce point est souvent
compris dans le temps d’acquisition, car les systemes d’imageries
réalisent cette étape automatiquement en routine apres l'acquisition.
Néanmoins, pour des stratégies originales comme OPTiSPIM ou la
tomographie par VAST, la reconstruction de l'image est a réaliser
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par l'utilisateur, ce qui ralentit ’analyse informatique. D’autres traite-
ments peuvent aussi augmenter les temps d’analyse comme le reca-
lage des échantillons ou la correction en profondeur des contrastes
des piles d'images. Dans ce cas, l'optimisation de la préparation d’é-
chantillons , du montage ou du systeme d’imagerie adaptés aux ob-
jets a étudier sont nécessaires.

2.3.2 Les algorithmes de segmentation pour l'analyse haut-contenu: un
compromis entre rapidité et robustesse

La mise au point d’algorithmes de segmentation automatique est né-
cessaire pour le développement d"une plateforme de crible haut-con-
tenu. Assurer la meilleure précision possible pour cette segmentation
est évidemment un point essentiel, mais il peut étre plus important
de réduire la précision pour assurer une meilleure reproductibilité.
En effet, le crible haut-contenu étant basé sur 'analyse de plusieurs
dizaines voire centaines d’échantillons, il est préférable d’assurer une
plus grande reproductibilité dans l’erreur obtenue, plutdt que de
viser une précision trés élevée mais une forte variabilité dans cette
précision. En se focalisant sur la reproductibilité de l'erreur, le sys-
teme possede alors un biais constant entre les échantillons. Méme
si la segmentation n’est pas parfaite, il sera malgré tout possible de
comparer les volumes car l’erreur sera identique pour tous les échan-
tillons traités.

Une premiere approche pour améliorer cette reproductibilité est
d’assurer une qualité équivalente pour toutes les images. Le moyen
le plus évident permettant d’éviter des écarts de qualité est de fixer
des regles précises pour 1'imagerie. Cependant, il n’est parfois pas
possible d’assurer une qualité d’imagerie constante, pour des raisons
diverses, comme des aléas liés aux marquages immuno-histochim-
ique ou a cause de parametres physiques comme une mauvaise ho-
mogénéité de 1'indice de réfraction de la solution d’imagerie.

Lorsque les images ne sont pas homogenes en profondeur, I’amélio-
ration de contraste peut permettre de compenser les aléas précédem-
ment cités. Une seconde approche est la création d’algorithmes les
plus résistants possibles aux bruits et aux défauts d’imagerie. Une so-
lution simple peut étre le développement de méthodes de segmenta-
tion basées uniquement sur un seuillage. Mais il est rare que des ima-
ges issues de microscopie en fluorescence présentent des contrastes
homogenes entre échantillons et entre expériences, et le développe-
ment de méthodes de segmentations robustes doit bien souvent in-
tégrer une détermination automatique et variable des parametres de
segmentation adaptés a chaque image. Ces approches indispensables
sont souvent tres longues.

En résumé, le développement d’algorithmes de segmentations au-
tomatiques doit répondre a un compromis visant a réduire au maxi-
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mum le temps de calcul tout en assurant la plus grande exactitude et
reproductibilité possible. Dans la suite de ce manuscrit, j’expliquerai
comment une plate-forme d’imagerie a moyen débit a été développée,
et les difficultés rencontrées pour optimiser les algorithmes de traite-
ment d’images automatisant la détection du cerveau et du corps de
I'alevin du poisson zébre.



Part II

ALGORITHMES ET RESULTATS






METHODE 1 : UNIFORMISER LE MONTAGE
PERMET DE SIMPLIFIER ET D’ACCELERER
L’ACQUISITION DES ECHANTILLONS

3.1 L' IMPRESSION 3D PERMET DE CREER RAPIDEMENT ET SIM-
PLEMENT DES SOLUTIONS DE MONTAGE PEU ONEREUSES

Grace aux avantages que 1’'on présentera dans le Chapitres 7, le dé-
veloppement de l'impression 3D a permis I'émergence d'un grand
nombre d’applications. Pour le grand public, la crise actuelle du coro-
navirus a démontré l'intérét de I'impression 3D pour des projet sim-
ples, comme la production de protections ou de raccords de matériels
médicaux [26, 90, 210], ou pour des projets plus complexes, comme
la création de respirateurs artificiels ou de pousse-seringues open-
sources [192]. Cette crise a ainsi montré la rapidité et I’adaptabilité de
I'impression 3D. Mais la communauté scientifique avait déja intégré
cette technologie pour le prototypage [72], la normalisation d’expéri-
ences [157] ou encore 1"éducation [121].

L’acquisition automatique des échantillons nécessite la mise en place
de procédures simples et reproductibles permettant de placer les échan-
tillons. Différentes procédures de montages ont été publiées ces der-
niéres années. J’ai choisi d’utiliser I'impression 3D, car cette technolo-
gie permet de coupler versatilité, simplicité et reproductibilité.

Dans le cadre de 'acquisition automatique, les projets les plus in-
téressants consistent en la création de tampons comportant des en-
coches. L'impression de ces tampons dans un support comme I’a-
garose, une pate dentaire ou le silicone permet tout d’abord de créer
un systéme de coordonnées précis permettant de simplifier 1’auto-
matisation de 'acquisition. En effet, la précision de l'impression 3D
permet de définir précisément 1’espacement entre deux échantillons.
Il est ainsi possible de paramétrer des acquisitions multiples en ren-
seignant la position du premier échantillon puis les distances entre
les échantillons.

Un second avantage est la création d'un guide pour faciliter les
montages. Dans la plupart des cas, le montage des échantillons dos
vers le haut (vue dorsale) est le plus favorable a ’acquisition d’échan-
tillons entiers. En vue latérale, le cristallin et la rétine interférent avec
la diffusion de la lumiére au sein des tissus et meénent a des images
inappropriées. Dans le cas d’acquisitions ventrales, la forte quantité
de protéines et de lipides se trouvant dans le sac vitellin empéchent
I'acquisition au travers de ce tissu. L'utilisation d’un tampon dédié
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va permettre de créer des encoches ayant une forme spécifiquement
destinée a favoriser le montage dos vers le haut.

Une premiere publication notable dans I’emploi de I'impression 3D
pour le montage d’échantillons de poisson zebre utilisait des plaques
96 puits [215]. Il s’agissait d’imprimer deux parties distinctes.La pre-
miere partie, qui doit étre imprimée six fois, consiste en une ligne
présentant des projections. Ces projections servent a imprimer dans
chaque puits de la plaque une encoche dans de 1’agarose. Deux formes
d’encoches sont proposées, une premiere permettant le montage en
latéral quand la seconde forme permet le montage en position dor-
sale. La seconde partie a imprimer est un cadre permettant d’assurer
I'espacement entre les lignes.

Ce processus permet de placer les échantillons précisément au cen-
tre des puits d’une plaque 96 puits tout en simplifiant I’orientation de
ces échantillons. Malheureusement, cette méthode présente 1'incon-
vénient de ne pouvoir effectuer des images avec des objectifs plon-
geants a haut indice de réfraction, leur diametre étant trop grand
pour leur permettre de réaliser des images sans aberration liées aux
bord des puits.

Une seconde publication propose 1'utilisation de cadres imprimés
en 3D permettant de monter les échantillons entre deux lamelles [5].
Dans cette publication, trois parties sont imprimées. La premiere est
un cadre servant de réceptacle pour une premiére lamelle en verre
et un cadre en polydiméthylsiloxane. La lamelle sert de support a
une feuille d’agarose. Le cadre en polydiméthylsiloxane sert de joint.
La seconde partie est un tampon permettant la création de niches
circulaires au sein de la feuille d’agarose. Ces niches vont ensuite
accueillir des oeufs de poisson zebre. Une fois les oeufs placés dans
les niches, la feuille d’agarose est recouverte d’une seconde lamelle en
verre. Enfin, la derniére partie imprimée est un couvercle permettant
de sceller I'ensemble.

Cette stratégie permet de réaliser le montage d'une grande quan-
tité d’échantillons de petite taille, comme des oeufs de poisson zébre.
L’ensemble étant scellé, il est ainsi possible d'imager 1’ensemble avec
un montage microscopique droit comme un montage inversé. Cepen-
dant, la petite taille de la lamelle empéche d’imager des stades tardifs,
et la création d’un ensemble scellé empéche 1'imagerie d’échantillons
tres épais.

Enfin, la publication de Kleinhans et Lecauday en 2019 propose
I'impression d’un tampon permettant d’imprimer des encoches dans
de I'agarose placé au fond d’une boite de Petri [100]. Ce tampon per-
met le montage en latéral d’eleuthéroembryon (EE) de poisson zé-
bre entre 22 et 96 heures post-fertilisation (hpf). Une fois le tampon
imprimé, il est placé sur une téte de vis afin de pouvoir étre aisé-
ment saisi. Cette approche est comparable a celle que j'ai développée

N

au cours de ma these, mais j'ai procédé a plusieurs optimisations.
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Elle a pour avantage d’étre compatible avec 1'utilisation d’objectifs a
lentille plongeante, car elle permet de créer des espaces vides autour
de la zone d’acquisition. De plus, Il est possible de facilement adap-
ter la forme de la base a différents types de supports, que ce soit des
boites de Pétri ou des plaques de cultures cellulaires. En revanche, la
présence d'une couche d’agarose entre le fond du support de mon-
tage et I’échantillon rend 1'utilisation de cette solution incompatible
avec un montage microscopique inversé.

Dans le cadre de la publication présentée en Chapitres 7, nous
avons proposé des tampons permettant de monter 12 ou 48 poissons
zebres a 5 jours post-fertilisation (dpf) (voir Figure 27 et Figure 28).

(b) 12 alevins de poisson zeébre mon-
(a) Impression d'un tampon dans un  tés dans les fentes générées par le
moule

gel d’agarose

Figure 27: Utilisation d’'un tampon pour monter 12 alevins de poissons ze-
bres.
Cette solution permet de monter facilement et précisément les
échantillons afin d’automatiser I'imagerie. En permettant le mon-
tage des échantillons dans des boites de Petri ou des boites de
culture cellulaire & un puits, cette approche permet 1'utilisation
d’objectifs plongeants.

Au cours de ma these, d’autres modeles de tampons ont été déve-
loppés afin de tester la versatilité de notre approche tout en répon-
dant aux demandes variées des utilisateurs de TPS. Ainsi, le tampon
créé pour des poissons zebres a 5 dpf (voir Figure 29a) a été utilisé
pour monter des poissons zébres entre 3 et 10 dpf. Pour monter des
poissons zebres plus dgés, deux tampons ont été créés, ce qui permet
de couvrir I'ensemble des stades entre 3 et 21 dpf. De plus, des formes
spécifiques ont été développées pour permettre le montage d’échan-
tillons d” Oryzias latipes, ou pour permettre le montage de cerveaux
de poisson zebre & 21 dpf et 6 semaines post-fertilisation (wpf) (voir
Figure 29b et Figure 29c).
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(a) 12 échantillons (b) 48 échantillons

1
1
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Figure 28: Représentations surfaciques de moules permettant le montage
de 12 ou 48 alevins de poissons zeébres. Ces moules permettent
d’assurer un espacement régulier entre les échantillons.

(a) échantillon entier a 5 dpf (b) Cerveau a 21 dpf (c) Cerveau a 6 wpf

Figure 29: Représentations surfaciques des encoches permettant le montage
de poissons zebres. Ces encoches permettent ainsi de s’adapter a
différents stades de développement ou permettent de monter un
organe disséqué comme le cerveau.

3.2 PLUSIEURS APPROCHES INFRUCTUEUSES ONT ETE DEVELOP-
PEES AVANT D'UTILISER L'IMPRESSION 3D

La méthode de montage présentée dans le cadre de cette these et
ses dérivés se basent sur la version la plus aboutie des moules. Dans
cette section, nous allons faire une rétrospective des approches de
montages envisagées, en présentant quelles étaient les perspectives
offertes par chaque approche, ainsi que les raisons ayant menées a
I’'abandon de ces approches.

La premiere approche développée consistait simplement en I'im-
pression d'une grille type papier millimétré placée sous le fond d'une
boite de Pétri, afin d’aligner le mieux possible les échantillons. Une
fois les échantillons placés sur la plaque, ils étaient recouverts d"une
goutte d’agarose ou de phytagel afin de les stabiliser.

Cette technique présente de nombreux défauts. Tout d’abord, la
qualité d’orientation des échantillons est trés mauvaise, et dépend
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pour beaucoup de l'opérateur. Ensuite, bien que l'utilisation d'une
grille permette un positionnement visuellement bon, I'imprécision
générée par cette méthode était incompatible avec les nécessités de
I'imagerie par microscopie confocale. Enfin, la mise en place de la
goutte d’agarose amplifiait les problemes précédents, car la larve n’é-
tant pas correctement maintenue en place, il était fréquent que la
larve se déplace une fois la goutte d’agarose déposée. Cette méthode
nécessitait un compromis important entre vitesse et qualité de mon-
tage.

Malgré tout, cette approche a été conservée pour le montage d’é-
chantillons ayant des formes adaptées, comme les coupes épaisses de
tissus cérébraux murins. De plus, il s’agit actuellement de la seule
méthode permettant d’effectuer 'acquisition d’'un méme échantillon
via un objectif a lentille plongeante et via un montage destiné a un
microscope inversé.

Une seconde approche consistait en 1'utilisation de deux parties
usinées. La premiére partie était simplement une cuve en aluminium
comportant des filetages. C’est sur cette plaque que les échantillons
a imager devaient étre fixés par une goutte d’agarose. L’aluminium
a été choisi afin de favoriser I'adhérence, afin de pouvoir s’assurer
de la planéarité de la zone d’acquisition et pour servir de réceptacle
étanche et sans risque pour les échantillons. Les filetages servaient
a aligner précisément la seconde partie dans cette cuve, et permet-
taient d’améliorer 1'étanchéité entre les deux parties. La seconde par-
tie consistait en une plaque de téflon (un matériau trés peu adhérent)
possédant des fentes, ainsi que des trous en opposition aux filetages
de la cuve en aluminium. La distance entre les fentes a été choisie
afin de permettre de charger la plaque via l'utilisation d’'un micro-
pipette multi-canaux. Ainsi, la plaque en téflon devait a la fois servir
de guide pour le placement des échantillons, puis de cage pour em-
pécher le déplacement des échantillons lors de l'ajotit de 1’agarose.
L’agarose aurait alors adhéré a la plaque en aluminium.

Cette stratégie a été abandonnée car il était impossible de faire ad-
hérer les échantillons sur le fond de la cuve d’acquisition tout en s’as-
surant de leur positionnement. En effet, ’agarose se fixait réguliere-
ment dans les fentes de la plaque en téflon lorsque l'étanchéité en-
tre les deux plaques était forte, mais les échantillons passaient entre
les deux parties si cette étanchéité était réduite. Plusieurs tentatives
de modifications ont été effectuées, comme l'inclusion d’un grillage
fixé au fond de la cuve en aluminium permettant de faciliter 1’ad-
hérence, ou encore 1’addition d'une troisiéme plaque pour permettre
a 'agarose de ne pas rester dans les fentes de la plaque en Teflon,
mais aucune des modifications effectuées ne fut en mesure de permet-
tre de rendre cette approche praticable. Notre derniére approche fut
I'emploi de I'impression 3D comme décrit précédemment. Cherchant
a imprimer des pieces ayant une précision de l'ordre de la centaine
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de micrometres, une optimisation des méthodes d’impressions a été
nécessaire.

3.3 L'OPTIMISATION DES PARAMETRES ET DES CONDITIONS D'IM-
PRESSION EST NECESSAIRE A DES IMPRESSIONS 3D REPRO-
DUCTIBLES

Avec les technologies a budget de moyenne gamme dont nous dispo-
sions au laboratoire, 'impression 3D présentait de nombreuses limi-
tations pour la création d’objets précis. Dans te section, je décris un
certain nombre d’optimisations que j’ai réalisées afin de contribuer a
la pérennité de cette technologie au sein de la plateforme.

Une premiere limitation était la taille de la buse, qui empéchait
la création d’objets présentant des parties minces. En effet, I'emploi
d'une buse d’impression ayant un diametre de 0.25 mm ne permet
pas l'impression d’éléments ayant une taille inférieure a 0.30 mm, a
cause de 1’étalement de la matiére autour du lieu de dépot. Les puits
pour des EE a 5 dpf possédant une taille de 0,25mm dans la région
caudale risquaient donc d’étre insuffisamment précisément imprimés.
Nous avons résolu ce probléeme en imprimant les régions d’intérét
non plus a l'horizontale mais a la verticale (voir Figure 30a et Fi-
gure 30b). Comme l'épaisseur minimale d"une couche est de 60 um
en utilisant la méme buse de 0.25 mm, il devenait possible de créer
des formes possédant la taille désirée avec une précision suffisante.
Une ligne de quelques centaines de micromeétres devient alors une
surface complexe ayant toujours une épaisseur supérieure a la taille
limite de 60 pm (voir Figure 30c et Figure 30d). Ainsi, j’ai pu imprimer
des éléments plus fins (voir Figure 30e et Figure 30f).

Malheureusement, en position verticale, lorsque 1'impression est
orientée orthogonalement a la grande longueur de la plaque, les forces
de cisaillement lors des aller-retours trés rapides de la buse entrai-
naient des cassures de la piéce en cours d'impression. Une premiére
stratégie pour résoudre ce probléme a été de réduire la vitesse de
déplacement de la buse afin de limiter I'impact des déplacements.
Cependant, ce réglage s’est révélé insuffisant. Une seconde stratégie
a tiré parti du mode d’impression. En effet, Cura produit des fichiers
dont I'impression des parties internes de 1'objet se fait en diagonale
par rapport au plateau de I'imprimante (voir Figure 31a). Ainsi, afin
de permettre de réduire par deux les a-coups, les pieces a imprimer
ont été placées de maniere a ce que leur plus grande longueur se situe
dans la diagonale du plateau d’impression (voir Figure 31b).

Par ailleurs, I'impression 3D est sensible aux conditions de tem-
pérature ou de flux d’air du local o1 I'impression est effectuée. Les
courants d’air induisaient des défauts aléatoires, surtout avec les pieces
fines. Afin de pallier a ce probléme, certaines imprimantes 3D (pas
I"'Ultimaker 2 disponible au laboratoire), possedent une enceinte fer-
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(a) Vue de dessus du modele théori-
(b) Vue de coté du modele théorique

—

(c) Vue de dessus des consignes ) Vue de coté des consignes

H

= — —1_|—

(e) Comparaison entre les consignes (f) Comparaison entre les consignes
et le modele théorique pour une et le modele théorique pour une
vue de dessus vue de coté

—

Figure 30: L'impression des tampons a la verticale permet de profiter au

mieux de la précision permise par l'impression 3D (taille mini-
male d’impression : 250 pm a I'horizontal contre 60 pm a la verti-
cale).
Le modele théorique (a;b) est issu du logiciel de conception 3D
openscad. Le logiciel de découpe de modele 3D Cura 4 permet
de traduire le modéle théorique en consigne pour l'impression
(c;d) en découpant le modele en couche que l'imprimante sera
capable de déposer. Le comparaison entre le modele théorique et
la consigne obtenue montre des différences importantes si le tam-
pon est imprimé a 'horizontal, différences qui seront amplifiées
lors de I'impression (e;f). En particulier, les parties fines prévues
pour accueillir la queue de I'EE (astérisque) ne pourront pas étre
correctement imprimées.

mée, ce qui permet de mieux contrdler la température au sein de
cette enceinte. J’ai pu compenser ce probléeme par 'impression d'une
enceinte pare-brise, option permise par le logiciel de découpe par
tranche Cura 4 (voir Figure 31c). De cette maniere, une enceinte va se
créer autour de 1'objet & imprimer, permettant de réduire les risques
de courants d’air tout en permettant de maintenir plus facilement une
température homogene dans cette enceinte. Cette solution ne permet
cependant pas de s’abstenir de protéger complétement 1'imprimante
contre les courants d’airs, mais constitue une solution d’appoint pour
limiter leur impact.

En couplant ces différentes optimisations, j'ai pu réaliser des im-
pressions précises, tout en réduisant les taux d’échec d’impression.
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(a) Consignes d’impres-(b) Consignes d’impres-
sion pour un objet sion pour un objet
placé en diagonale de  placé dans 'axe d'im-(c) Enceinte pare-brise
I'axe d’impression pression autour d’un tampon

Figure 31: Exemple de solutions permettant 1’amélioration de la qualité
d’impression.
Comme on peut le voir dans les encarts de (a) et (b), positionner le
moule dans 'axe d’impression permet d’augmenter la longueur
des allers-retours, ce qui réduit les stress mécaniques et limite les
risques de ruptures de la piéce en impression. L'impression d"une
enceinte pare-brise simultanément a I'impression des tampons(c)
empéche les différences thermiques pouvant affecter la qualité
d’impression.



METHODE 2 : PRESENTATION D’UN ENSEMBLE
D’ALGORITHMES DE SEGMENTATION, DE
RECALAGE ET D’AMELIORATION DE CONTRASTE

Cette section présente en détails les algorithmes développés au cours
de cette thése. Leur implémentation en Python est disponible sur un
dépot gitlab. L'ensemble des notations utilisées sont disponibles au
sein de la table Table 2.

4.1 LE RECALAGE DES ECHANTILLONS PEUT ETRE REALISE EN
UTILISANT LES CRISTALLINS ET LA MATIERE BLANCHE

4.1.1  Le marqueur lipophile permet la détection de la matiere blanche et des
cristallins

Le marqueur lipophile permet de détecter la matiére blanche, comme
montré en Section 4.4. Cependant, ce marquage a pour particularité
de ne marquer que tres faiblement les cristallins. Une seconde pro-
priété des cristallins est d’étre sphérique. Ces deux particularités per-
mettent ainsi d’imaginer une approche de segmentation automatique
des cristallins.

En détectant les deux cristallins, il devient possible de définir 1’axe
interoculaire de la larve. De plus, le calcul de I'ellipsoide englobant
la matiere blanche permet de définir trois axes décrivant la matiere
blanche. L'axe majeur de la matiére blanche décrit ainsi la direction
prise par la larve. Ces deux axes peuvent permettre de définir une
matrice de transformation permettant d’aligner les échantillons sur
le repére de coordonnées.

De prime abord, le calcul des axes décrivant l'ellipsoide englobant
la matiere blanche parait suffisant pour aligner les échantillons. Ce-
pendant, le plus grand demi-axe pouvant avoir une longueur impor-
tante, il est possible que le cerveau de 1’échantillon possede une cour-
bure. En considérant 1’axe interoculaire comme axe de référence pour
I'alignement des échantillons, I'axe principal de la matiere blanche
ne sert qu’a définir I'axe de roulis de I"échantillon, ce qui permet
de réduire les risques de mauvais alignements dus a de potentielles
courbures du cerveau.

Dans le cadre de l'analyse haut-contenu, 1'utilisation d"une procé-
dure de recalage rigide a été choisie pour plusieurs raisons. Une
fois le matrice de transformation obtenue, le recalage des échantil-
lons est réalisé par l'application d’une transformée affine. Ce calcul
pouvant étre facilement parallélisé, cette procédure permet de rapi-
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Notations Noms Definitions
I une image de M x Vp e [l,M]x[1,N]x[1,0],
N x O voxels encodée I(p) € [0;4095]1NZ
en 12-bit image
F unecadrede N x M x  Vvx € [1,M],Vy € [1,N],vVz € [1,0],
O voxels 1 sixe{o,M)
Fixyz)=( | SYEON
1 size{0,0}
0 sinon.
max (1) Valeur maximale de I
local_maxima (1) Maxima locaux de I
(Do Seuillage Vp €1,
1 sil >0
I(p) = { H(p) >
0 sinon.
inv(I) Inverse de I'image I Vp,inv(I(p)) =4095—1(p)
V Pointwise maximum
A Pointwise minimum
ci cube de taille i3
Sse(I) Dilatation Viese I-v
par un élement structu-
rant se
512 (1) Dilatation géodésique /2 Iy
de I
utilisant 1> comme
masque
ese(1) Erosion Nvese Iv
par un élement structu-
rant se
@se (1) Fermeture Sselese(1))
par un élement structu-
rant se
Ysel(I) Ouverture ese(dse (1))
par un élement structu-
rant se
grad,, (1) Gradient morphologi- grady,(I) = s, (I) — &, (I)
que de I
y{(I) Ouverture par volume Vsevolume(se)=r Yse (1)
Y&(I) Sélection de la plus

mediang, (1)

watershed (I, I12)

w = median (1)

percentile q ()

grande région

Filtre médian
utilisant un element
structurant se

Ligne de partage des
eaux de limage I en
utilisant les racines con-
tenues dans 12

Meédian scalaire d’une
matrice |

Qieme pourcentil de I'i-
mage I

Vp, M (p) = median(I)

Table 2: Notations mathématiques employées.

dement effectuer le recalage, quelque soit le nombre de canaux de
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I'image. Contrairement a d’autres approches de recalage, 'approche
proposée ne demande pas de référence pour le recalage. Cette procé-
dure peut donc étre développée sans demander de préparation ini-
tiale. Enfin, cette approche ne consiste qu’en l’application d"une rota-
tion et d’une translation. Elle n’implique donc pas de modifications
de la morphologie de l'échantillon, ce qui permet de conserver in-
tactes les dimensions d’origines de 1’échantillon. Dans le cadre de
cette these, le recalage ne visait qu’a permettre la comparaison vi-
suelle d’échantillons. Il était donc nécessaire d’utiliser une méthode
ne déformant pas les échantillons. En ne cherchant qu’a comparer les
échantillons visuellement, il n’est de plus pas nécessaire de recaler
trés précisément les échantillons. Cependant, la grande quantité d’é-
chantillons a comparer rendait nécessaire 'utilisation d’une méthode
rapide, d’ou I'emploi d"un recalage rigide.

4.1.2  Les segmentations de la matiere blanche et des cristallins permet la
mise en place d’un recalage rigide

Pour effectuer le recalage rigide, il est nécessaire d’effectuer une seg-
mentation de la matiére blanche et de la larve entiére. Je vais présen-
ter en Section 4.2 et Section 4.4 deux algorithmes permettant d’obtenir
des segmentations précises de ces deux éléments. Cependant, ces seg-
mentations demandent un temps de calcul relativement long. Afin
de réduire le temps de calcul si ces segmentations n’ont pas été effec-
tuées, des procédures de segmentation grossieres ont été développées,
que nous allons commencer par décrire.

Soit I une image représentant I’acquisition d"un marqueur lipophile.

Pour réaliser une segmentation de la matiere blanche, on commence
par réaliser une ouverture par un élément structurant carré de 5 vox-
els d’aréte (2) puis une fermeture par le méme élément structurant (3)
On calcule ensuite le neuvieme décile de cette image (4). La segmen-
tation de la matiere blanche est obtenue en conservant tous les voxels
supérieurs a cette valeur seuil (5).

Wi =7y, (1) (2)
W3 = @cs (W) (3)
B = percentiley, (W) (4)

Sw = Tp(W3) (5)
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La segmentation grossiére de la larve entiéere commence par un
seuillage. On conserve ainsi tous le voxels ayant une valeur de gris
supérieure a 100 (6). On sélectionne la plus grande région pour ne
conserver que le plus gros objet détecté par seuillage (7). On ferme
ensuite cette sélection par I'application d"un élément structurant carré
de 25 voxels d’aréte (8). Enfin, afin de supprimer de potentiels trous
dans I'objet détecté, on applique une dilatation géodésique d'un cadre
en utilisant I'inverse de L} (9). Le résultat de cette dilatation géodési-
que sera notre segmentation grossiere de la larve entiére.

L} = Tro0(I) (6)
Ly =va(Ly) (7)
L3 = @c,5(L3) 8)
S1 = Sinv (1) (F) (9)

Dans la suite, Sy et S,, décriront respectivement la segmentation
de la larve entiere et la segmentation de la matiere blanche, qu’il
s’agisse des segmentations grossieres ou des segmentations obtenues
par l'application des algorithmes dans les Section 4.2 et Section 4.4.

Pour calculer I’axe interoculaire, on commence par réaliser la seg-
mentation des cristallins. On calcule tout d’abord le premier centile
de I'image (10). On effectue un seuillage afin de conserver les vox-
els ayant une valeur inférieure au premier centile (11). Afin de ne
conserver que les régions se trouvant a 'intérieur de la larve, on cal-
cule l'intersection entre ce seuillage et la segmentation de la larve
entiere (12).

( = percentile, (I) (10)
E; =T:() (11)
E>=E1NS (12)

On seuille une seconde fois I pour ne conserver que les voxels ayant
une valeur de gris supérieure au médian de I (13). On calcule ensuite
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l'union entre ce second seuillage et la segmentation de la larve en-
tiere (14). Afin de supprimer de petits éléments pouvant se trouver
dans cette image, on calcule une érosion par un élément structurant
cubique de 5 voxels d’aréte (15), puis une dilatation géodésique de
cette érosion en utilisant E4 comme masque (16).

B3 =T,m(D) (13)
E4s=FE3US; (14)
Es = ¢ec.(Eq) (15)
E = og,(Es5) (16)

On combine ensuite Eg et E; pour obtenir une carte des racines
internes et externes aux cristallins (17). On calcule le gradient mor-
phologique de I (18). On calcule ensuite une ligne de partage des
eaux en utilisant E; comme liste de racines et Eg comme carte topo-

logique (19).

E; =E¢+2xE; (17)
Eg = grad,,(I) (18)
Eo = watershed(Eg, E7) (19)

On calcule maintenant la sphéricité de chaque objet de Ey, et on ne
conserve que les objets ayant une sphéricité supérieure a 0.8. En con-
servant les deux plus grands objets restants, on obtient la segmenta-
tion des deux cristallins. En calculant le vecteur unitaire allant du cen-
tre de I au centre des deux cristallins, on obtient le vecteur décrivant
la translation que 1’on souhaite appliquer lors de notre transforma-
tion rigide. Appelons ce vecteur T. On calcule ensuite le vecteur uni-
taire allant du centre du cristallin gauche au centre du cristallin droit.
Appelons ce vecteur V.

On cherche ensuite a calculer le vecteur décrivant 1’axe majeur de la
matiére blanche. Pour ce faire, on commence par calculer les moments
seconds de S,,. Le calcul des vecteurs propres de ces moments per-
met d’obtenir les vecteurs décrivant I’ellipsoide englobant la matiere
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blanche. On conserve le plus grand demi-axe. Pour définir un vecteur
unitaire a partir de demi-axe, on oriente le vecteur de maniere a ce
qu’il aille du centre de la matiére blanche vers le projeté du centre
de Sy sur la droite définie par le plus grand demi axe et le centre de
la matiére blanche. De cette maniére, ce vecteur est orienté de la téte
vers la queue. Appelons le V;;,.

Afin d’assurer I'orthogonalité de la base que I'on cherche a définir,
on calcule le projeté de Vi, sur V.. Cette projection sera appelée V,,.
Afin d’obtenir le troisieme vecteur décrivant la rotation a effectuer, on
calcule le produit vectoriel entre V,, et V.. L'orientation de ce vecteur
est choisie de maniere a pointer du centre de Sy vers le projeté du
centre de la matiere blanche. Appelons ce vecteur V;.

Il est donc possible de construire la matrice décrivant la transfor-
mation rigide a effectuer en associant T, Ve, V,, et Vi. Appelons cette
matrice Mt Le recalage est alors effectué en calculant la transformée
affine de I par M.

Une fois la matrice de transformation obtenue, il est possible d’ap-
pliquer la transformation affine décrite a n'importe quelle image. Cette
approche permet ainsi de calculer une matrice de transformation sur
le canal de référence tout en appliquant la méme transformation a
tous les canaux ayant été acquis simultanément.

4.2 LA SEGMENTATION DE LA LARVE ENTIERE DOIT TENIR COMPTE
DE LA DEPERDITION LUMINEUSE, FONCTION DE L'EPAISSEUR
DE TISSU TRAVERSE

4.2.1  Pourquoi segmenter la larve entiére et quelles sont les difficultés?

La segmentation de la larve entiére est une étape essentielle, car elle
permet d’abord d’obtenir un important volume pour I’analyse, mais
en plus d’initier des calculs ultérieurs. En permettant de mesurer
le volume total de l'alevin, on peut par exemple déterminer si un
échantillon présente un nanisme. De plus, la mesure du volume de la
matiere blanche doit étre comparée au volume de 1'alevin, pour par
exemple caractériser si un polluant a un impact plus fort sur le déve-
loppement du cerveau que sur le reste du corps. De plus, au cours
de cette thése, la détection de la larve entiére a été utilisée comme
étape initiale pour le calcul d’autres algorithmes, comme le recalage
des larves avec le systéme de coordonnées de 1" acquisition ou encore
le calcul des améliorations de contrastes que sont le segmentation-
based depth-dependent contrast correction ou le segmentation-based
label compensation.

La segmentation de la larve entiére semble a priori aisée, par ex-
emple par l'utilisation d'un simple seuillage. En effet, a premiere vue,
la larve est facilement différenciable du reste de I'image. Néanmoins,
la perte de lumiere induite par des solutions de clarifications insuff-
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isamment puissantes entraine une perte de contraste et de luminosité
en profondeur. On doit donc adapter la segmentation a ce défaut
car la segmentation par seuillage ne fonctionne pas. On réalise une
premiere segmentation par I'emploi d’une ligne de partage des eaux,
puis une amélioration de la segmentation par la réduction du signal
du coté de l'acquisition.

4.2.2  Un algorithme de segmentation pensé pour diminuer les temps de
calcul

Considérons I comme l'image 3D produite pendant 1’acquisition d"une
larve de poisson zebre.

Afin de réduire le temps de calcul, une premiére segmentation par
watershed est calculée sur une version sous-échantillonnée de I. Ap-
pelons D l'image sous-échantillonnée. Le sous-échantillonage est réa-
lisé en calculant un spline d’interpolation de degré 3 avec un facteur
de zoom de 0.25. D subit tout d’abord une fermeture par un élé-
ment structurant cubique de 5 voxel d’aréte (20). Cette image fermée
est alors seuillée deux fois, une premiere fois pour conserver les pix-
els ayant une valeur supérieure a 150 (21), une seconde fois pour
conserver les voxels nuls (22). Ces deux seuillages sont alors utilisés
pour définir des régions supposées internes et externes a notre échan-
tillon (23).

D; = @, (D) (20)
D, = Ty50(D1) (21)
D3 = inv(To (D)) (22)
Dy = D3 +2D; (23)

La définition de ces régions va permettre de définir des racines
pour l'initialisation du calcul de ligne de partage des eaux. On définit
tout d’abord une carte des maxima locaux de D (24). Les racines
sont alors définies comme le produit entre la carte des maxima et
les régions définies par D4 (25). Une fois ces racines calculées, on
va aussi calculer le gradient morphologique de Dy (26). En utilisant
ces racines et ce gradient morphologique, on calcule enfin la ligne de
partage des eaux (27). Enfin, on sélectionne la région la plus grande
pour ne conserver que le plus gros objet défini par la ligne de partage

63



PRESENTATION DES ALGORITHMES PUBLIES

des eaux (28). Ce plus gros objet est considéré comme une premiere
segmentation de la larve entiere.

D5 = local_maxima(D1) (24)
D¢ =Ds Dy (25)
D7 = grad,, D; (26)
Dg = watershed(D7, Dg) (27)
Do =v;(Ds) (28)

En effectuant cette procédure sur une image sous-échantillonnée,
on obtient un résultat de segmentation insuffisant. Cependant, cette
premiéere segmentation peut servir a la définition d’une boite englo-
bante qui permet d’effectuer un nouveau calcul de ligne de partage
des eaux sur I'image a résolution originale. En réduisant la taille de 1'i-
mage a traiter, cette approche permet ainsi de réduire le temps néces-
saire au calcul de cette premiere étape. Appelons B la région de I se
trouvant au sein de la boite englobante. On commence par appliquer
a B une fermeture par un élément structurant cubique de 7 voxels
d’aréte (29). On applique ensuite une ouverture par le méme élément
structurant (30). On calcule ensuite deux seuillages, un premier con-
servant les voxels de B, ayant une valeur supérieure a 200 (31) et
un second conservant les voxels ayant une valeur inférieure a 50 (32).
Grace a ces deux seuillages, on définit une carte de zones internes et
externes (33). On calcule ensuite la position des maxima locaux (34),
pour ensuite définir une liste de racines (35). On calcule ensuite un
gradient morphologique de B, (36). On calcule une ligne de partage
des eaux en utilisant B7 et Bg (37). Enfin, on sélectionne la région la
plus grande pour ne conserver que le plus gros objet obtenu par le
calcul de la ligne de partage des eaux (38).

B1 = @c,(B) (29)

Bz =vc,(B1) (30)
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B3 = T200(B2)) (31)
By = inv(Ts0(B2)) (32)
Bs = By +2B3 (33)
Bs = local_maxima(B>) (34)
B; = Bs * Bg (35)
Bs = grad,, (Bs) (36)
Bo = watershed(Bg, B7) (37)
B1o = Yau(B9) (38)

Ces étapes permettent ainsi d’obtenir rapidement une segmenta-
tion de la larve entiére. Cependant, comme décrit précédemment, la
méthode de clarification de tissus employée induit une déperdition
de contraste proportionnelle a la quantité de tissus rencontrée. Posons
b le dernier plan de I depuis le coté de 'acquisition. Afin de corriger
ce défaut et éviter une sur-segmentation de 1’échantillon du coté de
'acquisition, nous avons développé une procédure de seuillage direc-
tionnel. La premiére étape consiste a calculer une somme cumulative
depuis le plan d’acquisition (39). Cette somme est alors considérée
comme une mesure de la distance que doit parcourir un photon au
sein des tissus. On calcule alors la valeur du médian de valeur de
gris pour chaque couche et on détermine la couche dmqax, couche
ayant la valeur médiane la plus élevée. Cette couche est considérée
comme la derniere couche de 1’échantillon pour laquelle la déperdi-
tion lumineuse n’est pas mesurable. On applique alors un seuillage
afin de ne conserver que les couches de l"échantillon se trouvant au
dessus de cette couche limite (40). Enfin, on calcule un seuillage con-
servant les voxels ayant une valeur de gris supérieure a 500 au sein de
L, (41). Enfin, afin de supprimer les trous au sein de I"échantillon, on
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applique une derniére fermeture par un élement structurant cubique
de 51 voxels d’aréte (42).

z

Vz € [0,b],Li(z) = T; (Bio(n)) (39)
L, =inv(Ta,. (L1)NB1o (40)
L3 =Ts00(1) *L2) +B1o M Ta,ax(L1) (41)
St = @cs, (L3) (42)

4.3 UN ALGORITHME QUI COMPENSE LA PERTE LUMINEUSE EN
PROFONDEUR DANS L’ECHANTILLON NECESSITE D'AVOIR SEG-
MENTE L'ECHANTILLON ENTIER

4.3.1  Description des hypotheses sous-tendant la logique de I'algorithme

Lors de l'acquisition d’échantillons de poissons zebres clarifiés par
simple immersion, il subsiste une diminution de la lumiere au sein
des tissus. Cette atténuation étant proportionnelle a la quantité de
tissus traversée, on peut supposer qu’elle suit la loi de Beer-Lambert
décrite en Section 2.2.2. Comme expliqué en Section 1.4.2, la clarifi-
cation de tissus permet d’homogénéiser 1'indice de réfraction de 1'é-
chantillon. En considérant 'indice de réfraction comme constant, l'at-
ténuation par la loi de Beer-Lambert est donc uniquement fonction
de la profondeur de tissus pénétrés.

En partant de cet a priori, nous avons développé une méthode de
compensation de contraste, le segmentation-based depth-dependent
contrast correction (SBDDCC). En utilisant la segmentation de la larve
entiere obtenue en Section 4.2, il est possible de mesurer la distance
parcourue par les photons au sein des tissus (voir Figure 32b). Cette
carte des distances permet alors de déterminer une métrique qui
permettra de déterminer le coefficient d’absorption des tissus. Nous
avons choisi d’utiliser le médian des valeurs de gris en fonction de
la profondeur de tissu traversée comme métrique. Ce choix a été réa-
lisé car il s’agit d’'une métrique simple a calculer, et qui est moins
sensible au bruit que la moyenne des valeurs de gris. Cette métrique
pourrait permettre de modéliser la décroissance exponentielle au sein
des tissus, ce qui permettrait de connaitre le coefficient d’absorption.
Cependant, cette étape de modélisation aurait demandé un temps de
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calcul important. Pour éviter cela, j'ai choisi de normaliser les valeurs
de médians pour les couches profondes. Cette solution permet de
rapidement obtenir une compensation de la déperdition lumineuse
avec la profondeur (voir Figure 32c¢).

(b) Carte
(a) Image d’origine des profondeurs (c) Apres SBDDCC

Figure 32: Résultat de 'application du SBDDCC visualisé sur une coupe
transversale d’alevins de poisson zébre.
Cet algorithme commence par calculer le médian des valeurs de
gris en fonction de la profondeur de tissus traversée. Cette fonc-
tion est ensuite utilisée pour normaliser les médians des couches
profondes, ce qui permet de compenser l'atténuation lumineuse
au sein de I"échantillon.
Barre d’échelle: 250 um

4.3.2  Un algorithme compensant la déperdition lumineuse en fonction de
I'épaisseur des tissus traversés

Considérons I l'acquisition a traiter et Siqrvq la segmentation de la
larve entiére au sein de cette acquisition (Voir la Section 4.2 pour une
description de l'algorithme permettant la segmentation de la larve
entiére).

Soit b le dernier plan de I dans le sens de 'acquisition. On calcule
tout d’abord une somme cumulative de S14ryq dans le sens de l'acqui-
sition (43). On multiplie ensuite cette somme cumulative par Siqrva
pour obtenir une carte de la quantité de tissus a parcourir depuis le
plan d’acquisition (44). Soit d une quantité de tissus a pénétrer quel-
conque, dyp la plus grande quantité de tissus a pénétrer.

Vz € [O/ b]/ C] (Z) = Z Slarva(n) (43)
n=1

CZ = C1 * Slarva (44)

On calcule la valeur de gris médiane des voxels de I se trouvant pour
chaque couche. Appelons p(d) la valeur médiane de I pour la couche
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d, wmax la valeur maximale de p(d) et dmax l'indice de pmax au
sein de p(d). L'amélioration de contraste est réalisée en multipliant
chaque valeur de gris au sein des couches d plus grande que dmax

par pmax divisé par pg (45).

Vd € [dmax; dol, Le(d) = I(d) » 20 (45)

4.4 LA SEGMENTATION DE LA MATIERE BLANCHE, UNE ETAPE
CENTRALE DE LA PLATEFORME ZBI.

4.4.1  Le marqueur liphophile révele fortement la matiere blanche

Les marqueurs lipophiles marquent fortement les lipides, ce qui en-
traine deux types de marquages au sein du poisson zébre. En mar-
quant les lipides contenus dans les membranes, ils produisent un
marquage dans 'ensemble de 1’échantillon. Dans le cadre de la dé-
tection de la matiere blanche cérébrale, ce marquage peut étre consid-
éré comme du bruit, bien qu’il permette de réaliser la segmentation
de la larve entiere. Le second marquage est le marquage des fibres
de myéline qui entoure certaines projections neuronales. Ces gaines
de myélines, formées de lipides, servent a isoler I’axone. De cette
maniere, les gaines de myéline permettent d’accélérer la propagation
du potentiel d’action au sein des neurones, tout en protégeant I’axone
de potentielles agressions. La forte teneur en lipides de ces gaines de
myéline va induire un marquage beaucoup plus intense, ce qui per-
met de détecter la matiere blanche cérébrale.

L'étude de la matiere blanche est intéressante en recherche biomédi-
cale pour plusieurs raisons. Tout d’abord, certaines pathologies comme
la sclérose en plaque ou les formes démyélinisantes de la maladie
de Charcot-Marie-Tooth altérent la myéline. La matiere blanche peut
donc étre un marqueur de l'avancement d’une de ces maladies, et
peut ainsi servir a étudier la réponse du poisson zebre a un traite-
ment visant a soigner une de ces pathologies [25, 105]. Le cerveau
peut étre découpé en deux parties différentes : la matiere grise, com-
posée principalement des corps cellulaires des neurones et de certai-
nes cellules gliales, et la matiére blanche, composée des projections
myélinisées des neurones. La mesure de la matiere blanche peut donc
étre une premiere approximation du volume cérébral en 1’absence de
marqueur de la matiére grise. Cela doit étre utilisé avec précaution,
car il est possible que le ratio entre matiére grise et matiére blanche
soit affecté par une pathologie ou un agent neurotoxique. Mais en
étant couplé a une détection de la matieére grise, la détection de la
matiere blanche peut donc permettre de détecter une anomalie dans
le développement cérébral en mesurant le ratio entre matiere grise
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et matiére blanche et peut permettre la mesure du volume total du
cerveau.

Cette thése a donc été 1'occasion de développer un algorithme de
segmentation de la matiére blanche en utilisant les propriétés des
marqueurs lipophiles.

4.4.2  Un algorithme pour isoler le cerveau des autres régions marquées

Considérons I comme une acquisition d'un marqueur lipophile. Si la
segmentation de la larve entiere a été réalisée, I est réduit a la boite
englobante de la segmentation de la larve entiére afin de réduire le
temps de calcul. De plus, s’il a été jugé utile de réaliser un SBDDCC
(voir Section 4.3), 'image a segmenter peut étre 'image apres applica-
tion de l'algorithme de correction de contraste. Dans la suite, I décrira
ainsi indistinctement quatre types d’'images: une image brute, la sous-
région de I'image brute contenant la larve, I'image apres application
de SBDDCC ou encore la sous-région de I'image apres SBDDCC dans
laquelle se trouve la larve.

Afin de réduire I'importance du bruit, on applique une ouverture
par un élément structurant cubique de 5 voxels d’aréte (46) puis une
fermeture par le méme élément structurant (47).

Wi =7y, (1) (46)

Wi = e (Wh) (47)

On calcule ensuite les valeurs de gris représentant le médian des
valeurs de gris de I'image (48) et le neuvieme décile des valeurs de
gris de I'image (48). On seuille ensuite W, une premiere fois pour
conserver les voxels supérieurs au neuvieme décile (50), puis une
seconde fois pour conserver les voxels inférieurs au médian (51). On
applique a ce second seuillage une érosion par un élément structurant
cubique de 15 voxels d’aréte (52).

U, = median (W>) (48)
o = percentiley, (W>) (49)
W3 = Ty (W>) (50)

Wy =inv (T, (W2)) (51)
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Ws = ec,5(Wa) (52)

On associe le résultat de cette érosion avec le premier seuillage pour
obtenir une premiere approximation des zones internes et externes a
la matiere blanche (53). On calcule ensuite la liste des maxima locaux
de W5 (54). En combinant la liste des maxima locaux avec les zones
précédemment calculées, on obtient une liste de racines intérieures et
extérieures a la matiere blanche (55)

Ws = W5 +2W3 (53)
W7 = local_maxima(W>) (54)
Wg = W7+« Wg (55)

On calcule maintenant le gradient morphologique de W, (56). On
utilise ensuite le gradient morphologique et W, pour calculer une
ligne de partage des eaux (57). Cette ligne de partage des eaux permet
de détecter la matiere blanche, mais détecte aussi d’autres régions
présentant des marquages importants, comme le sac vitélin. Afin de
supprimer ces éléments, on sélectionne la région la plus grande du
résultat de la ligne de partage des eaux (58).

Wy = grad m (W2) (56)
Wi = watershed (Wo, W3) (57)
Wir =v3(Wio) (58)

Cette procédure détruit cependant toutes les petites régions céré-
brales. Pour les récupérer, on commence par calculer une dilatation
de W71 par un élément structurant cubique de 11 voxels d’aréte (59).
On calcule ensuite l'intersection entre le résultat du calcul de la ligne
de partage des eaux et la dilatation précédénte (60). La segmentation
finale est alors la dilatation géodésique de l'intersection en utilisant le
résultat du calcul de la ligne de partage des eaux comme masque (61).

Wiz = 0¢y, (Wr1) (59)
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Wiz = Wi NWwio (60)

Sw =0w,,(W13) (61)






ARTICLE 1 : LA FIBRILLARINE EST ESSENTIELLE
POUR LA PROGRESSION DE LA PHASE S ET LA
DIFFERENCIATION NEURONALE DANS LA RETINE
ET LA PARTIE DORSALE DU MESENCEPHALE DU
POISSON ZEBRE

5.1 PRESENTATION DE L’ARTICLE 1

La biogénese des ribosomes est un processus central pour les cellules
qui recouvre I'ensemble des processus biologiques de production de
ribosomes. Elle implique un grand nombre de protéines telles que la
Fibrillarine (Fbl) par exemple. Cette protéine est aussi impliquée dans
la méthylation des ARNs ribosomiques et des histones de I’ADN ri-
bosomique.

Les études de la perte de fonction de gene fbl chez la levure et la
souris ont montré que cette protéine était nécessaire au développe-
ment précoce. De plus, il a été démontré que cette protéine joue un
role important dans 1’homéostasie cellulaire et I'identité des cellules
souches. Enfin, une surabondance de Fbl est mesurable chez les pa-
tients atteints de plusieurs formes de cancers, comme certains cancers
du sein, certaines néoplasies prostatiques intra-épithéliales ou encore
certains carcinomes des cellules squameuses cervicales. Ainsi, la com-
préhension des mécanismes impliquant Fbl dans la régulation du cy-
cle cellulaire pourrait ouvrir de nouvelles pistes dans des domaines
thérapeutiques variés.

Le poisson zebre a été choisi dans le cadre de cette étude car,
en plus des avantages présentés au chapitre 1, il posséde une ré-
gion ayant une croissance orientée dans la partie dorsale du cerveau
moyen, nommeée le toit optique. Cette région présente ainsi des colon-
nes ordonnées de cellules possédant un gradient de différenciation
croissant allant de la périphérie vers le centre de la structure. L'obser-
vation de cette région est ainsi idéale pour étudier le role de la Fbl
dans le contrdle du cycle cellulaire et ’homéostasie cellulaire.

Entre autre, deux marqueurs du systeme nerveux central ont été
employés. Le premier est un marqueur des lipides, le Dil, permettant
de mesurer le volume de la matiere blanche et des yeux. Le second
est un marquage par anticorps anti-HuC/D, protéine produite par le
gene elavl3. Cette protéine étant impliquée dans la neurogéneése, son
marquage permet de visualiser les corps cellulaires des neurones en
différenciation. En couplant ces deux marqueurs, on peut mesurer la
taille du cerveau, et aussi détecter une anomalie de la neurogénese.
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BOUFFARD ET AL, DEVELOPMENTAL BIOLOGY, 2018

Nous avons ainsi mis en évidence que les mutants fbI"258778 présen-
tent une forte diminution du volume cérébral et du volume des yeux.
La réduction du volume cérébral est particulierement notable dans la
partie dorsale du mésencéphale. De plus, 1'étude du marquage anti-
HuC/D a permis de mettre en évidence un défaut de neurogénese
dans ce méme mésencéphale.

Dans le cadre de cette thése, les résultats d’intéréts publiés au sein
de Developmental Biology [19] sont les suivants:

¢ L’emploi d’'un marqueur des lipides permet de mesurer le vo-
lume de la matiere blanche ainsi que le volume de la rétine.

* La mesure de ces deux volumes permet de mettre en évidence
la présence d'une microcéphalie et d'une microphtalmie chez
les mutants fbl.

¢ Un marquage par un anticorps anti-HuC/D permet de détecter
la matiére grise.

¢ Une segmentation de la matiére grise permet de mettre en évi-
dence un défaut de neurogénese au sein de la partie dorsale du
mésencéphale de ces mutants.

¢ Ces deux marqueurs sont donc des candidats privilégiés dans
I’analyse des volumes cérébraux.

* La segmentation de ces deux marqueurs permet ainsi de mettre
en évidence de potentiels défauts induits par une mutation.

Pour réaliser ces mesures, nous avons réalisé des segmentations
manuelles. Dix-huit échantillons ont été segmentés, six mutants ho-
mozygotes, six mutants hétérozygotes et six sauvages. Pour cette étude,
quatre segmentations ont été réalisées pour chaque échantillon: Le
cerveau, la zone HuC/D positive, 1'oeil gauche et I'oeil droit. Une se-
maine complete a été nécessaire pour réaliser les soixante-douze seg-
mentations nécessaires. La segmentation manuelle d'un grand nom-
bre d’échantillons nécessiterait donc I’emploi d"une personne unique-
ment dédiée a cette tache. Il est ainsi apparu nécessaire de mettre
en place des algorithmes de segmentations automatiques pour per-
mettre le développement d’une plateforme d’"HTA (analyse d’image
a haut-débit) dédiée a I'étude des défauts pouvant étre provoqués
par une mutation ou un produit neurotoxique. Le développement de
tels algorithmes a donc été un élément central de cette these, et est
présenté en Chapitres 6 et en Chapitres 9.

De plus, cette étude met en évidence que la localisation d'un dé-
faut de neurogénese au sein de la partie dorsale du mésencéphale
n’aurait pas été possible avec une seule vue dorsale 2D de I'échantil-
lon. La multiplication des plans d’acquisition afin d’obtenir des vox-
els isotropiques est nécessaire pour permettre la mesure précise de
déformation du systéme nerveux central.
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Fibrillarin (Fbl) is a highly conserved protein that plays an essential role in ribosome biogenesis and more
particularly in the methylation of ribosomal RNAs and rDNA histones. In cellular models, FBL was shown to
play an important role in tumorigenesis and stem cell differentiation. We used the zebrafish as an in vivo model
to study Fbl function during embryonic development. We show here that the optic tectum and the eye are
severely affected by Fbl depletion whereas ventral regions of the brain are less impacted. The morphogenesis
defects are associated with impaired neural differentiation and massive apoptosis. Polysome gradient

experiments show that fbl mutant larvae display defects in ribosome biogenesis and activity. Strikingly, flow
cytometry analyses revealed different S-phase profiles between wild-type and mutant cells, suggesting a defect

in S-phase progression.

1. Introduction

Fibrillarin (Fbl) is an essential nucleolar protein with a sequence
and function conserved throughout evolution (Rodriguez-Corona et al.,
2015; Shubina et al., 2016). This protein needs to associate with two
other core proteins Nop56 and Nop58 and the RNA-binding protein
15.5-kDa in order to function as methyltransferase. Guided by C/D box
small nucleolar RNAs (snoRNAs), fibrillarin catalyzes the 2’-O-methy-
lation (2’-O-Me) of ribosomal RNAs (rRNAs). This post-transcriptional
modification is crucial for the precise cleavage and maturation of
rRNA, essential for its correct folding and association with ribosomal
proteins (Mullineux and Lafontaine, 2012). The 2’-O-Me thus partici-
pates to the regulation of ribosome activity. Indeed it has been recently
shown that the knockdown of FBL in human cells alters the intrinsic
capacity of ribosomes to initiate translation from internal ribosome
entry site (IRES) elements (Erales et al., 2017). Finally fibrillarin is also
involved in the methylation of histone H2A at rDNA loci, and plays a
major role in the regulation of rDNA transcription (Tessarz et al.,

* Corresponding author.
E-mail address: francoise.jamen@cnrs.fr (F. Jamen).

2014).

Although ribosome biogenesis is a ubiquitous and fundamental
process, fibrillarin expression level was recently shown to vary depend-
ing on physiological and pathological contexts (Marcel et al., 2013;
Recher et al., 2013; Su et al., 2014; Watanabe-Susaki et al., 2014;
Rodriguez-Corona et al., 2015). Previous functional studies on fibril-
larin have highlighted its importance in several cellular process. In
particular, loss-of-function analyses in yeast and mice have shown that
fibrillarin is required for cell survival and early development
(Schimmang et al., 1989; Newton et al., 2003). In addition,
Watanabe-Susaki et al. showed in cell culture that FBL is important
for cell homeostasis and stem cell identity, through the regulation of
pluripotency and ability of pluripotent stem cells to differentiate
(Watanabe-Susaki et al., 2014). FBL plays a particularly important
role in cell cycle regulation, as highlighted by the abnormally high
levels of this protein in several cancers, including human breast cancer
(Marcel et al., 2013; Su et al., 2014), squamous cell cervical carcinoma
(Choi et al., 2007) and prostatic intraepithelial neoplasia (Koh et al.,
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Fig. 1. fbl transcripts and Fbl protein are preferentially expressed in neural progenitors during zebrafish development. (A-E) In situ hybridization showing the progressive restriction of
fbl expression during the development of zebrafish embryos (A) fbl is ubiquitously expressed at 6 hpf. (B). fbl expression begins to be restricted to highly proliferative regions (eyes,
midbrain, and somites) during neurulation (C) At 24 hpf, fbl transcripts are abundant in the optic tectum (red arrows) and the retina. C1-C2: lateral views, C3: dorsal view (D-E) At 2
dpf (D) and 3 dpf (E), fbl is preferentially expressed in the neuroepithelial progenitors of the TMZe at the periphery of the OT (red arrows), and in the external edge of the ciliary
marginal zone (CMZe) of the retina (green arrows). Additional expression can be detected in the digestive system D1-D2 and E1-E2: lateral views, D3 and E3: dorsal views. Scale bars:
100 um. Anterior is to the left. (F) F1: Drawing of a 2dpf zebrafish embryo in dorsal view. The dark line corresponds to the sagittal section represented in F2. F2: Immunostaining
showing Fbl protein on a sagittal section of a 2 dpf embryo. The Fbl protein, which is localized in the nucleoli, is present in all cells (yellow dots) but the punctate domains of expression
are larger in TMZe neuroepithelial progenitors (surrounded by white dashed lines) than in other cells in the optic tectum (OT), cerebellum or torus semicircularis. (G) G1: Drawing of a
3dpf zebrafish embryo in dorsal view. The dark line corresponds to the transverse section represented in G2. G2: Immunostaining showing Fbl protein on a transvere section of a 3dpf
embryo. The Fbl protein accumulates at the periphery of the retina where neuroepithelial cells are located (CMZe). Scale bars: 25 um. Cb: cerebellum; CMZe: external edge of the ciliary
marginal zone; OT: optic tectum; T's: torus semicircularis;; TMZe: external edge of the tectal marginal zone.

2011). Marcel et al. also showed in breast cancer cell lines, that FBL
overexpression leads to aberrant rRNA methylation, changes in ribo-
some activity, poor translation fidelity and an increase in the initiation
of IRES-dependent translation for the products of cancer-related
genes, such as IGF1R, c-Myc and FGF1/2 (Marcel et al., 2013).
Conversely, the repression of FBL with siRNA decreases the prolifera-
tion of breast cancer cells (Su et al, 2014). Understanding the
integrated roles of FBL in cell cycle regulation, cell proliferation and
ribosome biogenesis has therefore become a real challenge.

The zebrafish is an ideal model for in vivo functional study. In
zebrafish, the dorsal part of the midbrain, the optic tectum (OT)
displays oriented growth during development, leading to the formation
of ordered columns of cells with different levels of differentiation, from
the periphery towards the center of the structure (Nguyen et al., 1999;
Deves and Bourrat, 2012). This cellular model is thus ideal for studies
of the specific role of Fbl in cell cycle regulation and cell homeostasis
(Joly et al., 2016). At early stages of development, the proliferative
neural population is located throughout the alar plate. Following
somitogenesis, progenitor cells differentiate into functional neurons,
which are found at the center of the OT. However, proliferation persists
in a small zone of the midbrain, at the periphery of the optic tectum.
This zone, homologous to the proliferative zone of the retina, is called
the tectal marginal zone (TMZ; Joly et al., 2016).

Using live imaging, we previously identified two types of progeni-
tors on the basis of their rates of proliferation in the transparent
embryo (Recher et al., 2013). The neuroepithelial progenitors located
at the external edge of the TMZ (TMZe) are slow-amplifying progeni-
tors (SAPs). SAPs divide and give rise to fast-amplifying progenitors
(FAPs) located in the intermediate layer (TMZi, (Joly et al., 2016).
Each cell population is characterized by the preferential expression of
various genes. In particular, transcripts encoding ribosome biogenesis
factors, such as components of the box C/D complex, and Fbl in
particular, are strongly expressed in SAPs, whereas these “house-
keeping” genes are less strongly expressed in FAPs and differentiated
cells (Recher et al., 2013). These striking observations led us to suggest
that Fbl might be involved in cell cycle regulation in the slow-
amplifying progenitors. We therefore performed an in vivo functional
analysis of Fbl by characterizing zebrafish mutants for fbl. Homozygous
mutant embryos showed strong defects in the brain and eyes develop-
ment. Indeed, we observed a decrease in the volume of the central
nervous system with increased apoptosis and deregulation of the cell
cycle observed in the head. In addition, mutant larvae displayed
specific defaults of neuronal differentiation in the visual system. Our
findings highlight, for the first time in vivo, the importance of Fbl in
midbrain development and the regulation of S-phase progression.

2. Results

2.1. Neuroepithelial slow-amplifying progenitors (SAPs) express high
levels of fibrillarin transcripts and proteins

We first characterized the fibrillarin (fbl) gene expression pattern
during zebrafish embryogenesis, by whole-mount in situ hybridization
(WMISH). We found that fbl was ubiquitously expressed during
gastrulation (6h post-fertilization (hpf), Fig. 1A). At the onset of

neurulation, Fbl mRNAs begins to accumulate in the eyes, brain and
somites (Fig. 1B). From 1day post-fertilization (dpf), fbl expression
begins to be restricted to the OT, retina, gut and somites (Fig. 1C2-C3).
At the long-pec (2 dpf) and protruding mouth (3 dpf) stages, high levels
of fbl expression are observed at the periphery of the OT, in the
external tectal marginal zone (TMZe) in which SAPs divide (Fig. 1DI-
D3, E1-E3). These results demonstrated that fbl expression is thus
progressively  restricted during zebrafish embryogenesis.
Immunohistochemistry (IHC) analysis revealed the presence of Fbl
protein in all tectal cells, within the nucleoli, but this protein was more
abondant at the extreme edge of the OT, where the SAPs are found
(Fig. 1FI1-F2). Fbl protein is also expressed at the extreme edge of the
retina, in the ciliary marginal zone (CMZ), in which the progenitors and
stem cells are localized (Fig. 1GI-G2). Thus Fbl is preferentially
expressed in the proliferating cells of the OT and retina, which are
thought to be sister cell types (Joly et al., 2016). These findings strongly
suggest that Fbl may play an essential role in tectal and retinal cell
proliferation.

2.2. Mutation of the zebrafish fbl gene leads to a smaller brain volume
and larval death

We investigated the function of Fbl in tectal cell proliferation, in a
SbI2581T8 mytant zebrafish line that was previously generated by
inserting a 6 kb retroviral sequence into the 5UTR of the fbl gene
(Amsterdam et al., 2004). By RT-qPCR, no fbl mRNA has been detected
in mutant embryos from 24hpf, confirming that fbI*2°%178 i a null
mutant (Fig. 2A).

Heterozygous embryos developed normally. By contrast, homozy-
gous fbIM2°81T8 mutant embryos began to display phenotypic differ-
ences relative to their control siblings as early as 24 hpf (Fig. 2B). From
this stage onwards, tissue disorganization was observed, particularly in
the head (Fig. 2B2, black arrow). At 2 dpf (Fig. 2B3-B4) and 3dpf (data
not shown), homozygous mutants exhibited abnormal pigmentation,
smaller eyes and heads, pericardiac edema, and a larger and rounder
yolk with a thinner yolk extension than the wild type. At 4 dpf, the
brain abnormalities became more pronounced, probably due to general
defects along the whole body axis of the embryo (data not shown). The
fbIM2581T8 Jarvae had a smaller body, with an increasingly curved tail,
and they died by day 4 or 5 post-fertilization.

To determine whether the observed defects in mutant embryos
were due to the loss of Fbl, rescue experiments were carried out by
injecting mRNA encoding wild-type Fbl. Injection of 200 pg of fbl
mRNA induced severe developmental defects (cyclopia, absence of
head, truncated body) and high level of mortality (data not shown). We
thus decreased the injection dose to 100 pg. At this dose, only 1.6% of
the injected embryos at 48 hpf displayed a mutant phenotype while
24.7% were observed in non-injected embryos, percentage expected for
homozygous mutants following a fbI"2*4179 heterozygote incross. Most
importantly, 17.3% of the injected embryos displayed a rescued
phenotype although slightly smaller eyes than in wild-type embryos
were still observed (Fig. 2B5-B6, C). Thus taken together these results
show that fbl mRNA largely rescued the mutant phenotype and that the
defects observed in fbl mutants result from the loss of Fbl.

We quantified brain defects at 3 dpf, by measuring the volume of
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Fig. 2. Gross morphological defects in fbl null mutants are mainly seen in the head and
eyes and are rescued by injection of fbl mRNA. (A) RT-qPCR quantification of relative
levels of fbl mRNA at the indicated developmental stages shows the absence of fbl
expression in mutants as early as the 24 hpf stage. Purple: wild-type, gray: siblings, pink:
mutants. Statistical analyses were performed on four biological samples per condition. p-
value (Kruskal-Wallis test) polysomes: 0.02. n.s., non-significant. (B1-B6) Lateral views
of live embryos with anterior to the left and dorsal up. (B1-B2) fbI"2°!79 mutants start
to display phenotypic abnormalities as early as the 24 hpf stage with necrosis in the
midbrain area, slightly smaller eyes and a thin yolk extension. (B3-B4) At 48 hpf,
mutant embryos have smaller eyes and smaller head than their siblings. In addition,
mutant embryos display less pigmentation, pericardiac edema, a larger and rounder yolk
and a thinner yolk extension. (B5-B6) At 48 hpf, fbl mutant embryos are largely rescued
by fbl mRNA. In injected mutants, midbrain and yolk extension look similar in size to the
ones in siblings. The size of the eye is bigger than in not injected mutants although
remaining slightly smaller than in siblings. In panels B1-B9, eyes, midbrain area and yolk
extension are respectively indicated by arrowheads, arrows and asterisks. Scale bar =
200 pum. (C) Classes of phenotypes of fbl mRNA injected embryos from an fbI"258179
incross. A strong decrease in the number of injected embryos with mutant phenotype is
observed indicating that the fbl mRNA rescues the mutation.

the central nervous system (CNS; including brain and eyes): we stained
lipidic structures with Dil, obtained 3D images by confocal microscopy
and manually segmented the brain (Fig. 3A).

CNS volume was significantly smaller in fbI"2581"8 Jarvae than in
their wild-type or heterozygous at the same developmental stage. More
precisely, CNS volume in the mutants was one third smaller that in
their siblings or the wild-type larvae (Fig. 3B). We also quantified the
eye volume in fbl mutant, siblings and wild-type larvae. Interestingly,
the eye volume of the mutant larvae was five times reduced in
comparison with the siblings and wild-type larvae (Fig. 3C). Taken
together, these data suggest a role of Fbl in the development of the
brain and the eye.
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2.3. Ribosome biogenesis is affected in fbI"*$179 mutant embryos

Fbl is involved in the methylation of rRNA and rDNA histones. We
therefore hypothesized that fbl loss of function would lead to lower
levels of rDNA transcription and a disruption of ribosome biogenesis.
Ribosome biogenesis begins with the transcription of the 47S inter-
mediate rRNA, which contains a 5’ externally transcribed sequence
(ETS) and two internally transcribed sequences (ITS1 and ITS2). The
intermediate 47S rRNA is processed after its transcription: the 5° ETS
is cleaved first, followed by the ITS1 and ITS2, to generate the mature
18S, 5.8S and 28S rRNAs. The 5 ETS, ITS1 and ITS2 are used to
estimate relative rRNA transcription levels.

We used RT-qPCR to investigate rDNA transcription and rRNA
processing by quantifying the levels of 5’ETS, 18S, ITS1 and ITS2
rRNA. At 3 dpf, 18S mature rRNA levels were significantly lower (of
93%) in fbI"2%%! larvae, whereas we did not observe any significant
differences in fbl siblings larvae and wild-type larvae (Fig. 4A).
Surprisingly, 5> ETS rRNA levels were slightly higher in fbi"i#>8179
larvae than in the wild type. However, ITS1 and ITS2 rRNA levels did
not differ between the three genotypes (Fig. 44). Overall, these data
indicate that 47S rDNA transcription is not impaired in fbI"2°%!
mutant embryos, but that rRNA processing is greatly impaired, as
demonstrated by the relative levels of mature 18S rRNA.

As 18S rRNA processing is considered to be a rate-limiting step in
ribosome biogenesis (Laferte et al., 2006), we hypothesized that
impaired rRNA processing in fbI"?°5!T9 mutant embryos and possible
subsequent alterations to rRNA posttranslational modifications would
result in an overall decrease in ribosome biogenesis. We used polysome
profiling to evaluate ribosome biogenesis in 3 dpf fbl mutant embryos,
control siblings and wild-type embryos (Fig. 4B-C). Fewer polysomes
were observed in the mutants as compared to the wild-type larvae. The
polysomal fraction, which corresponds to ribosomes bound to mRNA,
provides an indication of the translational activity of the ribosomes.
Polysome peaks were smaller for the mutant larvae than for their
siblings and wild-type larvae, indicating that smaller numbers of
ribosomes were bound to mRNA in the mutants (Fig. 4B). Thus, for
every seven ribosomes binding mRNA in wild-type and sibling
embryos, only five were bound to mRNA in fbI"2°5! embryos. We
measured the area under each peak, and calculated the ratio between
the 80S and polysome peaks (Fig. 4B-C). The polysome ratio was lower
in the mutants than in the wild-type embryos, highlighting lower levels
of ribosomal activity.

We performed similar experiments at 2 dpf, when the embryos are
less affected. Despite the similarity of the defects observed (data not
shown), differences in ribosome biogenesis between wild-type and
mutant embryos were less marked. This is not surprising and highlights
the worsening of the phenotype as development proceeds. Collectively,
these data suggest that fbl mutation leads to an impaired ribosome
biogenesis at late steps of the pathway and lower levels of ribosome
activity.

2.4. The dorsal midbrain and the retina are the most strongly affected
structures in the fbl'"2°%79 prain

We demonstrated that fbIM2°%!™8 Jarvae display smaller CNS. To
further characterize those brain defects, we analyzed different regions of
the brain by Dil and Elavl3 (marker of neural differentiation) labeling and
generated 3D visualization of the stained larvae (supplemental data,
movie 1). Several basal domains, such as the ventral telencephalon,
olfactory epithelium and hypothalamus, were recognizable but disorga-
nized (Fig. 5A). We also detected the presence of the tracts of the anterior
(tac) and post-optic commissures (tpoc), as well as the optic recess region
(ORR, Affaticati et al., 2015) which are ventral/basal brain structures
(Fig. 5A). Overall, these data suggest that the fbl mutation leads to more
or less correct differentiation events in the ventral part of the brain, and to
the generation of most of the domains of the brain.
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Scale bar: 100 um. Anterior is to the left.

Supplementary material related to this article can be found online
at http://dx.doi.org/10.1016/j.ydbio.2018.02.006.

At 3dpf, the wild-type retina is organized as a cortical structure with
distinct layers: layers of neurons labeled with Elavl3 and plexiform
layers (Fig. 5AI). In mutant embryos, we see a nearly complete absence
of Elavl3 labeling, indicating that in the retina, there is no neuronal
differentiation (Fig. 5A2).

Surprisingly, histological analyses revealed that 2 dpf mutants had
a smaller tectum than their siblings (Fig. 5B). Moreover, acellular zones
were detected in this midbrain structure (Fig. 5B2-B4). However, the
proliferative region of the TMZe seemed to be correctly formed, but
thicker than stage-matched WT embryos (Fig. 5B2, white arrows).
Thus, the mutation strongly affects the dorsal midbrain and retina,
structures in which the fbl gene is preferentially expressed, consistent
with a specific role for Fbl in these regions.

[hi2581Tg

Fbl is known to be required for the maintenance of normal
nucleolar morphology (Amin et al., 2007; Ma et al., 2016). We
therefore studied nuclear and nucleolar morphologies in control and
mutant embryo midbrains. DAPI staining of the nucleus revealed
differences in nuclear shape between fbl mutant larvae and their
siblings (Fig. 5C, purple). Wild-type embryos had round nuclei at the
center of the OT and in FAPs. By contrast the nuclei in the SAPs were
more elongated and had larger nucleoli (Recher et al., 2013).
Surprisingly, in fbI"#*8179 embryos, the nuclei of cells over the entire
surface of the tectum were elongated, and resembled those of wild-type
SAPs (Fig. 5C).

By contrast, the nuclei of the ventral structure of the midbrain, the
torus semicircularis (TS) presented no change in shape (data not
shown). On 3D views, we selected the larger axis of the nuclei for
measurements. The quantification of nuclear diameters in the OT and
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Fig. 5. fbl mutants have specific midbrain and retina defects. (A) Horizontal optical sections of Elavl3 (marker of neural differentiation) immunolabelling and Dil staining in wild-type
(A1) and mutant (A2) embryos at 3dpf. Pink: Dil labeling, Green: Elavl3 staining. Scale bars: 100 um. Anterior is to the left. Most brain domains and axon tracts are present but have a
disrupted organization in fbl mutant embryos. (B) Sagittal (A1-A2) and transverse (A3-A4) paraffin sections of wild-type (left) and fbI"?°'™¢ mutant (right) embryos at 2dpf.
Histological analysis with cresyl violet staining revealed smaller tecta and acellular zones in the mutant embryos. The proliferation region (TMZe) is thicker in the mutant embryos (white
arrow) (B2, B4) than in their siblings (B1, B3). Anterior is to the left. (C) Nuclear labeling (DAPI) in the optic tectum of 2dpf wild-type (C1) and mutant (C2) embryos at 2dpf,
showing the larger nuclear diameter in the tectum of mutant larvae. Scale bar: 50 um (D) Quantification of the nuclear diameter of wild-type (purple) and fbI"2581™8 (pink) 2dpf
embryos. Nuclear diameters were measured with Fiji software. We measured the longest dimension of 50 nuclei on selected 2D images of the nuclei of 2 dpf embryos. Statistical analyses
were performed on the mean diameters of nuclei from five mutant or wild-type embryos. p-value (Mann & Whitney test) OT: 0.008; p-value TS: 1.000. Hyp: hypothalamus, OE: olfactory
epithelium, ORR: optic recess region OT: optic tectum, tac: tract of the anterior commissure, tel: telencephalon, tpoc: tract of the post-optic commissure, TS: torus semicircularis.

TS of wild-type and mutant embryos indicated a specific increase of the
area within the OT, with no change in the TS (Fig. 5D). Indeed, wild-
type tectal nuclei had a mean longest diameter of 7 pm, whereas
fbIPi2581Te tectal nuclei reached diameters of up to 12 pm. By contrast,
the nuclei in the TS of both mutant and wild-type embryos had a mean
diameter of 6 um. These findings suggest that the dorsal part of the
midbrain was most affected in fbl mutant embryos.

2.5. Neuronal specification and differentiation are impaired in
mutant embryos

The observed dorsal midbrain patterning defects suggested that
neural specification and differentiation might also be impaired in this
region. We first addressed this question by quantifying neuroDI mRNA
levels by RT-qPCR to assess neural specification. Interestingly, we
found that neuroDI expression levels were 91% lower in mutant
embryos than in wild-type embryos (Fig. 6A). Neural specification
was, therefore, disrupted in fbl mutant embryos.

We also analyzed neural tissue specification in different regions of
the brain, by analyzing by in situ hybridization (ISH) the expression
pattern of eomes and otx2, which are involved in the specification of
the anterior territories of the developing brain. Otx2 expression is an
anterior brain marker in the neural tube but becomes restricted to the
developing midbrain later in development, whereas eomes is specifi-
cally expressed in the forebrain. In mutant embryos, at both 2 dpf
(Fig. 6B1-B2) and 3 dpf (data not shown), eomes expression was
maintained in the developing forebrain. By contrast, otx2 expression
was affected in the dorsal midbrain of mutants, whereas the expression
of this gene was unaffected in the most ventral and anterior domains in
mutants (Fig. 6B3-B4). These findings confirm the presence of mid-
brain-specific defects in neural specification in fbl mutant embryos.

We then analyzed neural differentiation by immunohistochemical
staining for Elavl3, a marker of neural differentiation. Neural differ-
entiation begins at 2 dpf in wild-type embryos, and tectal Elavl3-
positive neurons are located in the center of the optic tectum. At this
stage, no Elavl3 labeling was detected in mutant embryos (Fig. 6C).

We investigated possible links between this phenotype and devel-
opmental delay, by analyzing neural differentiation at 3 dpf. In
bIMi2581Te embryos, no Elavl3-positive neurons were detected in the
dorsal midbrain at 3 dpf (Fig. 6D-E), whereas a few Elavl3-positive
neurons were detected ventrally in the TS (Fig. 6E) and posteriorly in
the spinal cord (data not shown). These data indicate that neural
differentiation is specifically impaired in the dorsal midbrain structures
of fbIi2581Te mytant embryos.

These results suggest that the neuronal lineage is specifically
disrupted in the dorsal midbrain of fbl mutants. This finding is
consistent with a tissue-specific role of Fbl in midbrain morphogenesis.

2.6. Mutant cells undergo massive apoptosis

We investigated the mechanisms underlying the apparent decrease
in tectum neuronal differentiation and the presence of acellular zones
in the OT, by evaluating the role of fbl in cell survival. We therefore
performed TUNEL staining (Fig. 7), to label DNA breaks. At 24 hpf, cell
death rates were higher in fbI"2581T8 mutant embryos than in wild-type
embryos (Fig. 7A). Cell culture studies have shown that the knockdown

of FBL expression induces p53 activation (Su et al., 2014). We
therefore hypothesized that the apoptosis observed in fbl mutant
embryos might be p53-mediated. Quantitative RT-PCR revealed that
tp53 transcript levels were significantly higher in mutant embryos than
in wild-type embryos at 24 hpf, 48 hpf and 72 hpf (Fig. 7B-C). These
results suggest that the atrophy of the optic tectum in fbI"2>8179
mutant embryos may result from tp53-dependent apoptosis.

2.7. The spatial distribution of proliferative cells is disorganized in fbl
mutant embryos

Hypoplasia may result from an increase in apoptosis and/or an
inhibition of proliferation. In 2 dpf wild-type embryos, proliferation is
restricted to the periphery of the OT. We analyzed the total proliferat-
ing cell population by immunostaining for PCNA (proliferating cell
nuclear antigen). Strikingly, at 2 dpf (Fig. 84) and 3 dpf (data not
shown), PCNA labeling was observed in most of the tectal cells of the
mutant larvae (Fig. 8A1), whereas it was spatially restricted to a subset
of tectal cells present at the periphery in the wild type larvae (Fig. 842).
These findings suggest that all the cells of the OT are proliferating in
mutant embryos.

We then analyzed DNA replication by monitoring the incorporation
of a thymidine analog (EdU). After a two-hour pulse, we were able to
determine the location of the actively dividing cells. In WT embryos, at
2 dpf, EAU incorporation was observed at the OT margins and in the
TMZe. By contrast, EdU-positive cells were found scattered over the
entire optic tectum in mutant embryos (Fig. 8B2). We observed the
same unrestricted pattern of EAU incorporation at a later stage (3 dpf,
data not shown). However, the quantification of EdU-positive cells over
the entire OT showed that about 40-50% of tectal cells were positive
for EAU in both mutant and wild-type embryos (Fig. 8C).

Similarly, pH3 (phospho-histone 3) staining, which labels cells in
M-phase showed that mitotic cells were not restricted to the margin in
mutant embryos (Fig. 8D). Quantification of the population of mitotic
cells within the OT revealed no difference in the proportion of this
population between mutant and wild-type embryos at 2 dpf (Fig. 8E).

Taken together, these data reveal the presence of a cell-cycle defect,
with a larger population of proliferative cells and an abnormal
distribution of actively dividing cells in the tectum of mutant embryos.

2.8. S-phase progression is impaired in fbl mutant embryos

We assessed the cell cycle profiles of mutant cells more precisely
and determined whether the rate of cell cycling differed between wild-
type and mutant embryos, by analyzing DNA content by Fluorescence-
Activated Cell Sorting (FACS). For this purpose, we incorporated EAU
for 2 h at 3dpf, in both mutant and wild-type embryos, and then labeled
the DNA with the intercalating agent 7-AAD (7-aminoactinomycin D).
We carried out FACS analyses on dissociated cells from the dissected
heads of control and mutant embryos. In wild-type embryos (Fig. 94),
80% of the cells, on average, were in GO/G1 phase. Less than 1% of the
cells were in G2/M phase and 7-8% were in S-phase. An additional
phase, the SubGl, consisting of cell aggregates and dying cells,
accounted for 5% of all cells in the heads. The distribution of cells in
the different phases of the cell cycle in fbl mutant embryos (Fig. 9B)
was similar to that in wild-type embryos (Fig. 9C).
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Fig. 6. Neural specification and neural differentiation are impaired in fbI"?°®!™® mutant embryos. (A) RT-qPCR quantification of the relative levels of neuroDI mRNA. Purple: wild-
type, gray: siblings, pink: mutants. (B) Expression patterns of eomes and otx2, two markers of neural specification, in 3 dpf wild-type (B1, B3) and fbI"?°3!™8 mutant embryos (B2,
B4). The expression of eomes (B1-B2), a marker of forebrain specification, was similar in wild-type and mutant embryos, whereas that of otx2 (B3-B4), a marker of midbrain
specification, is absent in fblhmm'rg mutant embryos. Scale bars: 50 pm. Hb: hindbrain, OT: optic tectum, Tel: telencephalon. (C) Horizontal optical sections of elavl3 (marker of neural
differentiation) labeling in 2dpf wild-type (C1-C3) and mutant (C4-C6) embryos and in 3dpf wild-type (D1-D3) and mutant (ID4-D6) embryos. Gray: DAPI staining, pink: Elavl3
staining. Scale bars: 50 um. Anterior is to the left. (E) Volume rendering of the Dil-positive domains (gray) and surface rendering of a manual segmentation of the Elavl3-positive (green)
domains in 3dpf wild-type (E1), fbl siblings (E2) and fbIM2381 mutant embryos (E3). For lateral views, anterior to the left and dorsal to the top. White arrows point out to the midbrain.

Neural differentiation is specifically impaired dorsally in fbl mutant.

We concluded that mutant cells were not blocked in any phase of
the cell cycle and seemed to cycle in a similar manner to wild-type
embryo cells.

However, 7-AAD/EdU flow cytometry revealed a marked difference
in S-phase profiles on histogram plots (Fig. 9B), with lower levels of
EdU incorporation for cells in fbl mutants than in wild-type larvae.

This indicates that either mutant cells incorporate EdU less efficiently
than wild-type cells, or that they die in S-phase. We quantified these
differences in profile, by analyzing the distribution of cells within S-
phase through determinations of the percentages of cells in early S,
mid-S and late S phase (Fig. 9D). In wild-type embryo heads, almost
70% of the S-phase population was in early S-phase. Intriguingly, the
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Fig. 7. Massive p53-dependent apoptosis in the fbl mutant. (A) Horizontal optic sections of TUNEL labeling at 24 hpf in wild-type (A1-A3) and mutant (A4-A6) embryos. Gray: DAPI
staining, Green: TUNEL staining. Scale bar: 50 um. Anterior is to the left. (B) RT-qPCR quantification of relative levels of tp53 mRNA at 72 hpf shows a strong increase in tp53
expression in mutants. Purple: wild-type, gray: siblings, pink: mutants. Statistical analyses were performed on biological triplicates, p-value (Kruskal-Wallis test): 0.049. (C) RT-PCR for
tp53 in 24 hpf and 48 hpf mutant embryos showing a large increase in tp53 expression. Anterior is to the left.

proportion of S-phase cells in early S phase was lower (50%) in mutant
head cells. By contrast, the proportions of mutant cells in the mid- and
late S phases were higher than those for wild-type cells (Fig. 9D).
Indeed, 18% of wild-type cells were in mid-S phase and 12% were in
late S-phase, whereas the corresponding proportions for mutant cells
were 28% and 20%.

We investigated the alterations of S-phase in fbl mutants further, by
evaluating the level of expression of cdknla (also called p21**¥?), the
product of which is involved in both the regulation of G1 progression

10

and S-phase DNA replication and accumulates during DNA damage
repair (Li et al., 1994). Levels of cdknla expression were markedly
higher in mutant embryos than in control and sibling embryos at 3 dpf
(Fig. 9E). This suggests that the progression of DNA replication in S-
phase is disturbed in the mutant larvae.

3. Discussion

The goal of this study was to investigate the role of Fbl in cell
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Fig. 8. In fbl mutants, the S-phase of the cell cycle is affected. (A) PCNA staining in 2dpf wild type (A1) and mutant (A2). In wild-type larvae, proliferative cells were restricted to the
periphery of each tectal lobes. In fbI"?>81T6 PCNA positive cells were observed in almost all tectal cells. (B) EAU incorporation experiments in 2dpf wild type (A1) and mutant (A2)
embryos after two hour pulse. In wild-type embryos, EdU-positive cells are restricted to the periphery of the OT while in the fbI"?°#1™¢ mutant embryos EdU-positive cells are spread all
over the structure. (C) EdU-positive cells quantification in wild-type (purple) and mutant (pink) embryos at 2dpf. Statistical analyzes have been performed on four samples per
conditions, p-value (Mann & Whitney test): 1.00. (D) pH3 staining in 2dpf wild types (E1) and mutants (E2) embryos. Similar abnormal patterns in mutants as for EAU incorporation
experiments. (E) pH3-positive cells quantification in wild-type (purple) and mutant (pink) embryos at 2dpf. Statistical analyzes have been performed on four samples per conditions, p-
value (Mann & Whitney test): 0.53 (E) embryos. Gray: DAPI staining, Pink: EdU, pH3 or PCNA staining. Scale bar: 50 um. Anterior is to the left.

homeostasis in vivo in a vertebrate model. A convenient feature of
zebrafish is the ease of studying mutant embryogenesis during early
development due to the availability of maternal supplies. In the mouse,
homozygous depletion of fibrillarin leads to death prior to implantation
(Newton et al., 2003). In zebrafish mutants, defects occur later, after
gastrulation and during somitogenesis. The large maternal stocks of
mature ribosomes and RBFs present in the zebrafish oocyte is used up
during the first day after fertilization (Azuma et al., 2006).

First, in the mutant used in this study, we checked by RT-qPCR the
loss of fbl expression. No fbl transcript could be detected as early as the
24 hpf stage. We also checked that the injection of fbl mRNA rescued
the mutant phenotype. It is noteworthy that mutations in genes
encoding Nop56 and Nop58, two core proteins of the C/D box complex
led to the same developmental defects (nop56™3'°1"® and
nop58"i3118Te 7EIN).

3.1. Why are the defects of fibrillarin mutants mostly found in the
tectum and the eyes?

We show here that Fbl is preferentially expressed in slow-amplify-
ing progenitors (SAPs) of the retina (CMZ) and tectum (TMZe).
However, the Fbl protein is not totally absent from differentiated cells
and fast-amplifying progenitors (FAPs), but present in various
amounts in the different cell types of the OT and retina.

fbl mutant embryos are hypomorphic, particularly for the brain and
eye. We also observed severe cellular hypoplasia and an impairment of
neuronal differentiation and specification specifically in the dorsal
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midbrain and in retina.

An explanation why the dorsal midbrain and eyes are severely
affected is linked to the differences in the kinetics of development
between the dorsal midbrain and other more posterior or ventral
regions. Neurogenesis begins earlier in the ventral part of the brain.
After the completion of neural differentiation in the ventral regions, the
dorsal part of the brain, including the OT, continues to produce
neurons to support its specific sustained growth (Joly et al., 2016).
The ventral and dorsal midbrain neural cells may therefore be affected
differently by the lack of Fbl.

Despite the specific accumulation of Fbl in the SAPs of the TMZe,
these cells are not strongly affected, as they continue to divide, display
little apoptosis and the neuroepithelial layer connecting the OT to the
TS (Recher et al., 2013) seems to be unaffected in mutants (although it
is somewhat thicker). Since TMZe progenitors cycle at a lower rate than
TMZi cells (Recher et al., 2013), they may remain protected until later
in development. In these cells, the dilution of maternal stocks of
ribosomes or of correctly methylated ribosomes may be slower than in
more actively dividing cells.

By contrast, the FAPs are profoundly disturbed and they have a
different distribution, with a massive presence in the center of the
tectum at 3 dpf in mutants, whereas these cells are peripheral in the
wild type. There are at least two possible reasons for this difference of
localization of progenitors. First, fbl loss of function could lead to a
developmental delay, as proliferative cells are found throughout the
entire structure at earlier stages. Another most likely hypothesis is that
the fbl mutation may lead to cell cycle deregulation due to the rapid



S. Bouffard et al.

cell distribution (%)

Developmental Biology 437 (2018) 1-16

Relative mRNA level

=
S

cdknla

earlyS Middie S late S early S - late S
1054557 217 1.12 105|563 i 209
3 Yt
100K 150K 200K 250K 150K 200K 250K
TAAD-A
D
ns
0 -+ *
B »
X
5. =]
-
§ .
-
8w
©
- *
ns ns 8
*1 =3 -
ns =S
B2 ¥ " 7 @ . @
4= =l *
GO/G1 G2/M SubG1 S 10
early S middle S late S
" wild-type  fblhi2581
» wild-type  fbl/ hi2581
E
7 *okok

a2

" wild-type ufblsiblings  fb/hi2581

Fig. 9. S-phase progression is altered in fbl mutant embryos. (A-B) FACS analyses of 3 dpf wild-type and mutant heads after a two-hour pulse of EQU. DNA content was assessed by
labeling with 7-AAD. (C-D) Quantification and analysis of the distribution of the cells in the different phases of the cell cycle. Statistical analyses were performed on five replicates for the
wild-type embryos and four for the mutant embryos, p-values (Mann & Whitney test): subG1 = 0.903; GO/G1 = 0.461; S = 0.066; G2/M = 0.713; Early S = 0.016; Mid-S = 0.016; Late S
= 0.016. (E) RT-qPCR quantification of relative levels of mRNA for cdknla at 3 dpf showing higher levels of cdknla expression in mutants, consistent with an alteration of DNA
replication. Statistical analyses were performed on biological triplicates, p-value (Mann & Whitney test): 0.027. Purple: wild-type, gray: siblings, pink: mutants.
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dilution of maternal components in these cells. In favor of this
hypothesis, we observed that in fbl mutants, S-phase progression was
disrupted.

In human, ribosomopathies, a group of diseases associated with
defects in ribosome biogenesis, display tissue specificity and variability
in their clinical manifestations (Danilova and Gazda, 2015). In zebra-
fish models of ribosomopathies, tissues the most affected are the ones
with high rate of proliferation (brain, eye, intestine, hematopoietic
lineage...).

3.2. Potential consequences of the impairment of ribosome biogenesis
and translational activity in fbl mutants

Fbl is the methyltransferase of the box C/D complex. It is
responsible for the methylation of both rRNA and histones associated
with rDNA loci. An absence of Fbl or low levels of this protein lead to
abnormally low levels of rDNA transcription and changes of the
posttranscriptional modification of rRNAs (Erales et al., 2017).

We show here, in vivo, that fbl mutants display impaired ribosome
biogenesis, and, more particularly, low levels of ribosome activity, as
illustrated by the low proportion of polysomes. This finding may be
explained by translation initiation defects. Indeed, we observed no
change in the size of the 80 S peak, corresponding to the binding of one
ribosome to the target mRNA. We also found that 18 S rRNA levels
were much lower in fbI"2°8179 mutant embryos than in the wild type,
strongly suggesting that the last steps of the ribosome biogenesis
pathway are impaired. Therefore it seems likely that the ribosomes can
bind to mRNA, but that the translation initiation defects prevent the
binding of other ribosomes. However, it remains possible that a
feedback loop detects the decrease in translation and subsequently
decreases the rates of formation of the two subunits.

The lower level of ribosome activity may be due to lower levels of
rRNA methylation, resulting in a lower affinity for specific mRNA
targets. Indeed, using RiboMethSeq, it has recently been shown that
FBL knockdown in human cells led to modification of 2’-O-methylation
on functional domains of ribosomes (Erales et al., 2017).

We also suggest that Fbl may accumulate specifically in SAPs for the
production of different ribosomes responsible for the translation of
specific targeted mRNAs. Indeed, many RBF-coding genes have tissue-
specific patterns of expression in zebrafish (Brombin et al., 2015). In
particular, rRNA post-transcriptional modifications and ribosomal
protein contents differ between the ribosomes of different cell types,
particularly between stem and progenitor cells (Brombin et al., 2015).
Moreover, different types of rRNAs are produced in oocytes and during
zebrafish development (Locati et al., 2017). Kraushar et al. recently
suggested that ribosomes drive the spatiotemporal development of the
neocortex (Kraushar et al., 2016). This hypothesis is based on the
putative existence of a progenitor-specific ribosome signature during
brain development, highlighting the tissue specificity of ribosome
biogenesis.

3.3. Why is S-phase progression disrupted in fbl mutant embryos?

As mentioned above, there are several compelling lines of evidence
suggesting that cell division is disturbed in fbl mutants. The impair-
ment of ribosome biogenesis often leads to disturbance of the cell cycle
(Xu et al., 2016), and cells are often arrested at the G1/S transition
(James et al., 2014) or, in rarer cases, at the G2/M checkpoint
(Fumagalli et al., 2012; Negi and Brown, 2015).

Surprisingly, FACS analysis of fbl"2°5179 mutant cells revealed that
the mutant cells were not blocked at the G1/S or G2/M checkpoints,
but that they progressed through the cell cycle, as the distribution of
cells in the different phases of the cell cycle was similar to that for wild-
type cells (Xu et al., 2016).

However, the distribution of cells in the various parts of S-phase was
disrupted in fbI"2%81™8 mutants, suggesting a delay in S-phase and in the
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replication fork progression. The observed distributions on FACS analysis
of mutant and wild-type cells suggests that replication origins normally
activated early in S phase might be activated later in S phase in mutant
cells. The low intensity of EQU incorporation is consistent with this
hypothesis. The genomic material is replicated during S-phase, for
subsequent mitosis. The impairment of pre-rRNA processing might inter-
fere with transcription and, ultimately, with DNA replication (Bermejo
et al, 2012). S-phase progression is tightly regulated by the replication
timing process (Lucas and Feng, 2003; Mendez, 2009; Fragkos et al., 2015;
Zink, 2006). In particular, the tight regulation of replication timing
facilitates the sequential activation of replication origins during S-phase.
We suggest that, in the absence of Fbl, the lower levels of ribosomal
translation activity due to the disruption of ribosome biogenesis, delay or
decrease the translation of many proteins. In particular, proteins involved
in DNA replication and origin firing could be lacking, preventing the correct
timing of DNA replication and leading to replication stress and genomic
instability.

We also observed higher levels of p2 expression in mutant
cells. In addition to its role in cell cycle exit, p21**! accumulation leads
to a DNA replication block and cell cycle arrest in S-phase (Li et al.,
1994; Waga et al., 1994). This protein accumulates when DNA is
damaged. The observed accumulation of tp53 transcripts is also
consistent with the presence of DNA breaks. These findings suggest
that the intra-S defects in fbI"?5® embryos may be linked not only to
defective replication, but also to the presence of DNA damage, resulting
in replication stress. Other nucleolar proteins, such as nucleostemin,
have been implicated in both ribosome biogenesis, and the main-
tenance of genome integrity.

Further studies are required to deepen our understanding of the
origin of the tissue-specific intra-S defects in fbl mutants. Such studies
should also provide insight into the tissue-specific defects observed in
ribosomopathies (Yelick and Trainor, 2015).

lwafl

4. Material and methods
4.1. Zebrafish lines and husbandry

We used the following Danio rerio lines for this work: wild-type
strain AB and fbl"?°®!'T8 mutants (ZIRC, Eugene, OR, USA). All
zebrafish lines were maintained at 28 °C in our facility. Embryos were
kept at 28 °C and staged as described by Kimmel (Kimmel et al., 1995).
fbIM2581T8 adult zebrafish were maintained as heterozygotes and inbred
to generate homozygous mutant embryos. PCR was conducted on
adults, to check for the presence of the insertional mutation. The wild-
type fbl allele was detected with the following primers: forward 5’-
GAGGAAAAGCGGGTCTGAG-3* and reverse 5-AGTGCGTGGC-
TAACTCATCC-3’. The fbl mutant allele was detected with the following
primers: forward 5-GAGGAAAAGCGGGTCTGAG-3’ and reverse 5'-
GAAGCCTATAGAGTACGAGCCATAG-3’. All procedures were per-
formed in accordance with European Union Directive 2011/63/EU.

4.2. mRNA synthesis and injection

cDNA full lenght encoding for zebrafish Fbl was cloned into
pCS2 + vector. Fbl-PCS2 plasmid was linearized with Kpnl endonuclease
(New England Biolabs) and used for the in vitro synthesis of mRNAs by
the mMESSAGE mMACHINE T3 Transcription Kit (Life Technologies).
Purified fbl mRNA (60, 100, 200 pg/embryo) was injected into one-cell
stage embryos of fbI"?58! heterozygous incross progeny.

4.3. Immunohistochemistry
Whole-mount immunohistochemistry (WMIHC) was performed as

previously described (Inoue and Wittbrodt, 2011). Embryos were first
incubated in a depigmentation solution (0.5 x SSC/5%formamide/3%
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H,0,) at room temperature for 30 min. WMIHC for PCNA was
performed specifically, with the fast protocol of the Tefor Core
Facility  (http://tcf.tefor.net; unpublished protocol): following
depigmentation, embryos were incubated in unmasking solution
(HistoVT One, 06980—05, Nacalai Tesque) at 68 °C for 1h. Blocking
and permeabilization (10% NGS, 10% DMSO, 5% PBS-1 M glycine, 0.
5% Triton X-100, 0.1% Tween 20, 0.1% sodium deoxycholate, 0.1%
NP40) were performed simultaneously over a period of five hours. The
embryos were incubated with antibodies for three days at 4°C, in
staining solution (2% NGS, 20% DMSO, 10 ug/ml heparin, 0.2% Triton
X-100, 1 x PBS, 0.1% Tween 20, 0.05% sodium azide).

We used mouse anti-PCNA (Dako, 1:150), human anti-FBL
(1:1000, autoimmune serum, gift from Daniéle Hernandez-Verdun,
Jacques Monod Institute, Paris France), rabbit anti-pH3 (Millipore,
1:500) and mouse anti-elavl3 (Molecular Probes, Life Technologies,
1:100) primary antibodies.

The fluorescent secondary antibodies used for detection were
AlexaFluor 488- or AlexaFluor 555-conjugated goat anti-rabbit, goat
anti-mouse or goat anti-human antibodies (1:200, Molecular Probes,
Life Technologies).

4.4. EdU labeling

We injected 1nl of 5-ethynyl-2’-deoxyuridine (EdU, 10 mM,
Molecular Probes, Life Technologies) into the pericardiac cavity of 48
hpf and 72 hpf wild-type and mutant embryos, which were fixed two
hours later. EQU was detected with the EAU Click-iT Plus EdU Alexa
Fluor 488 or 647 Imaging kit (Molecular Probes, Life Technologies),
according to the manufacturer's protocol.

4.5. TUNEL staining

TUNEL labeling was performed with the Deadend Fluorometric
TUNEL system (Promega), according to manufacturer's instructions.
Embryos were washed in PBS, counterstained with DAPI (Sigma) and
mounted in Vectashield hard-set mounting medium (Vector
Laboratories).

4.6. Whole-mount in situ hybridization

Riboprobes were synthesized as follows: cDNA (PCR-amplified with
specific primers was inserted into a pCR II-TOPO vector (Molecular
Probes). The sequence and orientation of the inserts were checked by
direct sequencing (GATC Biotech). The products of PCR amplification
of the inserts with generic SP6-T7 primers were used to synthesize the
antisense riboprobes, with T7 or SP6 polymerase (Promega) (chosen on
the basis of the sequencing results). Digoxigenin (DIG)-conjugated
probes were synthesized with the UTP-DIG nucleotide mix (Roche) and
purified with RNA clean-up kit (Macherey-Nagel).

Whole-mount in situ hybridization was performed on manually
staged (according to Kimmel et al., 1995) dechorionated PTU-treated
embryos fixed in 4% paraformaldehyde (PFA)/phosphate-buffered
saline (PBS) and stored in methanol at — 20 °C. Briefly, embryos stored
in methanol were rehydrated in a methanol/PBS series, permeabilized
with proteinase K (10 mg/ml), prehybridized, and then hybridized
overnight at 65°C in hybridization mixture (HM: 50% formamide,
5 x standard saline citrate (SSC), 0.1% Tween 20, 100 mg/ml heparin,
100 mg/ml tRNA in water). The embryos were subjected to a series of
washes in 50% SSC/formamide and SSC/PBST, and were then
incubated in blocking solution for one hour (0.2% Tween 20, 0.2%
Triton X-100, 2% sheep serum in PBST) and overnight at 4 °C with AP-
conjugated anti-DIG antibodies (Roche) diluted 1:4000 in blocking
solution. Embryos were then washed in PBST, soaked in staining buffer
(TMN: 100 mM NaCl, 100 mM Tris-HCl, pH 9.5, 0.1% Tween 20 in
water) and incubated in NBT/BCIP (nitroblue tetrazolium/5-bromo-4-
chloro-3-indolyl phosphate) solution (Roche).

14

Developmental Biology 437 (2018) 1-16

4.7. Cresyl violet staining

PFA-fixed embryos were dehydrated in ethanol solutions of in-
creasing concentration and incubated in butanol before embedding in
paraffin. Serial sections were prepared with a Leica rotary microtome
and mounted on glass slides according to standard procedures, then
stained with a cresyl violet-thionine solution.

4.8. Imaging

Bright-field imaging was performed with a Nikon AZ100 macro-
scope (Camera: Nikon Digital Sight DSRil; Objectives: AZ-Plan Fluor
5x(O.N.: 0.5/D.T.: 15mm)). Fluorescence imaging was performed
using a confocal laser scanning microscope (Leica SP8) with internal
photomultiplier tubes (Airy: 1; Objectives: Fluotar VISIR 25 x /0.95
WATER; Plan-APOCHROMAT 40 x /1.10 WATER).

4.9. Segmentation

The 3D-visualization and segmentation of zebrafish specimens we
generated using 3D Slicer 4 (Fedorov et al., 2012) on a HP computer
with a 2.9 GHz Intel Core 17-4910MQ CPU and 32 Gb of RAM.

To first obtain global larva shape, we performed 3D visualization of
Dil-staining using the volume rendering module of 3D Slicer which
transforms brightness values into opacity values. Using this module, we
rendered dark voxels transparent, bright voxels more opaque.

Prior to segmentation, we downsampled the data to a voxel size of
3.5 x 3.5 x 3.5 um using the python script SimpleITK (Lowekamp et al.,
2013) and NumPy.

We segmented the patterns of interest using the segment editor
module of 3D Slicer. The nervous system was segmented using the Dil
channel by applying a manual threshold and refining the segmentation
with the paint and erase tools, restricting it to eyes and brain. Due to its
high specificity, this correction step was not necessary for Elavl3-
staining pattern and a similar segmentation strategy was applied. For
label smoothing, we subsequently applied a median filter of
5 x 5 x 5voxels.

We visualized segmentations with a surface rendering, using the
Create surface function of the Segment editor module of 3D Slicer. For
each segmentation, we generated a label map volume, counted the
number of voxels and computed the volume for each by multiplying the
number of voxels by the size of a voxel.

4.10. Quantitative real-time PCR

Total RNA was extracted from 72 hpf zebrafish embryos in TRIzol
reagent (Invitrogen), purified and treated with DNase, with the
Macherey Nagel NucleoSpin® RNAII kit. RNA was quantified with a
Nanodrop 2000c spectrophotometer (Thermo Scientific) and the
integrity of the RNAs was checked with an Agilent 2100 bioanalyzer
and the eukaryote total RNA Nano assay (Agilent Technologies). We
reverse-transcribed 1 pg of total RNA in a final reaction volume of
20 ul, with the High Capacity ¢cDNA Reverse Transcription Kit (Life
Technologies), RNase inhibitor and random primers, according to the
manufacturer's instructions. Quantitative PCR was performed on a
QuantStudio™ 12K Flex Real-Time PCR System with a SYBR green
detection protocol. We mixed 1.5 ng of cDNA with Fast SYBR® Green
Master Mix and 500 nM of each primer, in a final volume of 10 pl. The
reaction mixture was subjected to 40 cycles of PCR (95 °C/20s; [95 °C/
1s; 60°C/20s] X40) followed by a fusion cycle, for analysis of the
melting curve of the PCR products. Negative controls without reverse
transcriptase were introduced, to check for the absence of genomic
DNA contaminants. Primers were designed with the Primer-Blast tool
from NCBI and Primer Express 3.0 software (Life Technologies). With
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the exception of the ribosomal primers, the primers used bound to one
exon and one exon-exon junction. Specificity and the absence of multi-
locus matching at the primer site were checked by BLAST analysis. The
amplification efficiencies of primers were determined from the slopes
of standard curves generated with a four-fold dilution series. The
amplification specificity of each real-time PCR was confirmed by
analyzing the dissociation curves. The Ct values obtained were then
used for further analyses, with the gapdh, actbl and tbp genes as
references. Each sample was assessed at least in duplicate.
The primers used were as follows:

gapdh-F TTAACGGATTCGGTCGCATT
gapdh-R CCGCCTTCTGCCTTAACCTC
actbl-F TACACAGCCATGGATGAGGAAAT
actbl-R TCCCTGATGTCTGGGTCGTC
tbp-F ATCTCCACAGGGAGCCATGA
tbp-R CAGGAGGGACAAGCTGTTGG
fbl-F GAGGATGCTCTGGTCACAAAG
fbI-R CTGAAAGGATTCCACGCTCT
5'ETS-F CCGGTCTACCTCGAAAGTC
5'ETS-R CGAGCAGAGTGGTAGAGGAAG
ITS1-F CTCGGAAAACGGTGAACCTG
ITSI-R GTGTTCGTTTCAGGGTCCG
ITS2-F CCTAAGCGCAGACCGT

ITS2-R AGCGCTGGCCTCGGAGATC
18S-F ACACGGGGAGGTAGTGACGA
18S-R TCGCCCATGGGTTTAGGATA
tp53-F GAACCCCGGATGGAGATAACTT
tp53-R CAGTTGTCCATTCAGCACCAAG
neurodl-F CAACACACCCTAGAGTTCCGACAT
neurodI-R CCACGTCTCGTTCGTCTTGG
cdknla-F TTGCAGAAGCTCAAAACATATTGTC
cdknla-R ACGCAAAGTCGAAGCTCCAG

4.11. Polysome profile

We collected 60 wild-type and 100 mutant embryos per sample at
3dpf. Embryos were deyolked, rinsed with ice-cold PBS and dissociated
in ice-cold lysis buffer (10 mM Tris-HCI, 5 mM MgCl,, 100 mM KCl, 1%
Triton-X100, 2 mM DTT, 100 ug/ml cycloheximide, 200 U/ml RNasin
(Promega), and protease inhibitor (Sigma)). Dissociated cells were
subjected to sucrose gradient centrifugation (31% sucrose, 50 mM Tris-
acetate pH 7.6, 50 mM NH,Cl, 12 mM MgCl,, 1 mM DTT). Gradients
were successively frozen and thawed before use. The gradients were
then centrifuged for 3h in an SW41 rotor (4 °C, 39,000 rpm) and
fractionated with the ISCO system.

4.12. Cell dissociation and FACS

Injection of 1nL of EAU (10 uM) was first performed in pericardial space
of embryos. Following EdU incorporation, embryos were placed in ice-cold
embryo medium (5.03 mM NaCl, 0.17mM KCl, 0.33 mM CaCl,- 2H,0,
0.33mM MgSO,—7H,0) for 10 min and transferred to ice-cold Ringer
solution for 10 min. The tails and bodies of the embryos were removed and
the heads were placed in 500 pl of FACSMax (Manoli and Driever, 2012).
Cells were dissociated by manual squishing of the embryos cell strainer (with
40-um mesh). Cells were collected by centrifugation (500 x g, 10 min, 4 °C)
of the suspensions, and fixed by incubation in ethanol 70% at — 20 °C for 2
days. EAU was detected as described in the “EdU labeling” section. Cells
were then incubated in PBS buffer containing 0.1% Triton X-100, RNAse A
(SIGMA, 0.5 pg/ml) and 7-AAD (BD Pharmingen 559925, 20 ul in 1 ml
buffer), and then incubated for 1h in the dark at 37°C before flow
cytometry analysis. DNA content was assessed with a BD FACSCalibur
analyzer and analyses were performed with FlowJo software.
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4.13. Statistical analyses

Statistical analysis was performed with Microsoft Excel XLSTAT
software. All data are expressed as means + standard deviations. We
calculated two-tailed p-values for Kruskal-Wallis non-parametric tests
with Bonferroni correction for comparisons between three groups, and
Mann-Whitney tests for comparisons of two groups.
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ARTICLE 2 : SEGMENTATIONS AUTOMATIQUES
D’'IMAGES 3D ACQUISES PAR MICROSCOPIE

CONFOCALE POUR LA MESURE DE LA MATIERE
BLANCHE DE CERVEAUX DE POISSONS ZEBRES

6.1 PRESENTATION DE L’ARTICLE 2

Comme vu dans la Section 5.1, 'emploi d’un marqueur fluorescent
lipophile, par exemple 1,1-dioctadecyl-3,3,3,3-tetramethylindocarbocyanine
perchlorate (Dil), permet de marquer les lipides se trouvant au sein
d’un tissu. Le marquage d’un poisson zebre au Dil sépare 1"échan-
tillon en deux plages d’intensités. Une premiere plage, tres intense,
se retrouve au sein des zones tres fortement lipidiques, comme les
gaines de myéline entourant certains neurones, les jonctions serrées
au sein du tube digestif ou encore le contenu du sac vitellin. La se-
conde plage d’intensité, plus faible, correspond au marquage de 1'en-
semble des enveloppes cellulaires, ce qui permet de marquer 1’ensem-
ble de I’échantillon. En utilisant la différence d’intensité lumineuse in-
duite par ces marquages, il est possible de détecter la matiére blanche
se trouvant dans le systeme nerveux central ainsi que I’ensemble de
I’échantillon.

Nous avons donc développé un premier algorithme visant a seg-
menter 1’ensemble de 1’échantillon, puis un second servant a segmen-
ter la matiére blanche. Au sein de ce second algorithme, une étape
d’élimination de la rétine a été implémentée afin de limiter la segmen-
tation a la matiere blanche cérébrale. Ces deux algorithmes couplent
des méthodes de morphologies mathématiques et de seuillages afin
d’obtenir les deux segmentations désirées en un minimum de temps.
La mise a jour des algorithmes publiés est disponible en Section 4.2
et Section 4.4 pour respectivement la segmentation de 1'ensemble de
I’échantillon et de la larve entiere.

Malheureusement, la diffusion de la lumieére au sein du tissu, plus
importante que dans le milieu d’acquisition, induit une réduction
du contraste suivant I'axe d’acquisition. Cette déperdition, qui suit
la loi de Beer-Lambert (voir Section 2.2.2), induit une imprécision
de la détection de la matiere blanche dans les zones profondes du
cerveau. Par exemple, dans le cas d'une acquisition dorsale, cette
déperdition peut induire une sous-segmentation de 1’hypothalamus.
Afin de compenser cette déperdition, nous avons développé un al-
gorithme de compensation utilisant la segmentation de I’échantillon
entier, que nous avons nommé segmentation-based depth-dependent
contrast correction (SBDDCC).
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Pour initier le SBDDCC, on commence par calculer une carte de
la profondeur au sein de 1’échantillon. Cette carte consiste en une
somme cumulative de la segmentation de I’échantillon entier suivant
I'axe d’acquisition. Cette carte permet le calcul des valeurs de gris mé-
dianes pour chaque couche. On normalise ensuite la valeur des médi-
ans des couches profondes pour qu’elles vaillent la méme valeur que
le médian maximal. Cet algorithme de correction, qui compense une
décroissance exponentielle comme prédit par la loi de Beer-Lambert,
a l'intérét de ne nécessiter qu'une seule acquisition, contrairement
aux méthodes de tomographie. De plus, il permet de réduire le temps
de calcul contrairement a des méthodes plus complexes. En revanche,
la réduction de cette correction a la segmentation de ’échantillon en-
tier permet d’améliorer 'application de cette méthode de calcul en
tenant compte de la forme de "échantillon.

En résumé, les résultats principaux de la publication au sein de
Mathematical Morphology - Theory and Application [110] sont les suiv-
ants:

* Le marquage d"un poisson zébre au Dil permet la mise en place
d’un algorithme de segmentation de l'intégralité de 1’échantil-
lon (voir Figure 33b).

¢ Cet algorithme couple des procédures de seuillages et de mor-
phologies mathématiques afin d’initier le calcul de lignes de
partage des eaux.

¢ L'algorithme de segmentation de l'intégralité de 1’échantillon
fournit rapidement et de maniere robuste un résultat précis.

* Malgré I'emploi d’une clarification optique, un phénomene de
diffusion suivant la loi de Beer-Lambert peut apparaitre au sein
de I"échantillon.

* En se basant sur la segmentation de la larve entiere, un algo-
rithme de compensation de l'atténuation lumineuse a été dé-
veloppé, nommé segmentation-based depth-dependent contrast
correction(voir Figure 33c).

e Le SBDDCC commence par mesurer la profondeur au sein de
I’échantillon

¢ Le SBDDCC calcule ensuite le médian des valeurs de gris pour
chaque coupe.

¢ Le SBDDCC normalise le médian des valeurs de gris des couches
profondes au médian maximal.

¢ La valeur médiane des niveaux de gris pour chaque profondeur
suivant une décroissance exponentielle, cet algorithme permet
de compenser la loi de Beer-Lambert.



6.1 PRESENTATION DE L’ARTICLE 2

(a) Données brutes obtenues par mar-
quage liphohile (b) Segmentation de I’échantillon

(d) Segmentation de la matiere
blanche superposée aux données
(c) Données apres SBDDCC apres SBDDCC

Figure 33: Représentation 3D des résultats de I’application des algorithmes
sur des alevins de poisson zébre.
(@) On apergoit le signal faible permettant de segmenter la larve
entiere, ainsi que de forts marquages dans diverses régions dont
la matiere blanche du cerveau. L'encart met en évidence le dé-
faut de pénétration de la lumiere dans les régions profondes. Les
tétes de fleche indiquent en particulier une perte de signal dans
la partie ventrale de la rétine et dans I’hypothalamus. (b) L'algo-
rithme de segmentation de l'alevin entier permet d’obtenir une
segmentation précise de 1’échantillon malgré la présence de la
déperdition lumineuse au sein de 1’échantillon. (c) En revanche,
il est nécessaire de compenser cette déperdition lumineuse pour
obtenir une segmentation correcte de la matiére blanche. L'algo-
rithme nommé SBDDCC nécessite la segmentation montrée en b
de fagon a connaitre la forme de 1'échantillon et ainsi mesurer la
quantité de tissu traversé. Cet algorithme permet de compenser
efficacement les défauts de pénétration de la lumiére, comme on
peut le voir dans I'encart (tétes de fleche). (d) L'application du SB-
DDCC permet d’effectuer une segmentation précise de la matiere
blanche. L'algorithme développé est en mesure de supprimer les
régions fortement marquées mais extérieures au systeme nerveux
central, comme les rétines ou le sac vitellin.
Les segmentations sont représentées par des rendus surfaciques,
tandis que les données en valeurs de gris sont représentées par
des rendus volumiques.

¢ Cet algorithme permet d’effectuer peu de calculs, et permet de
simplifier les acquisitions.

¢ L'algorithme de compensation permet d’améliorer significative-
ment la qualité du recalage de deux acquisitions du méme échan-
tillon.

* De plus, cet algorithme de compensation permet a un opéra-
teur spécialisé d’améliorer la précision de ses segmentations
manuelles.

¢ En utilisant une seconde fois le marqueur lipophile, un algori-
thme de segmentation de la matiere blanche cérébrale a été mis
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au point en couplant des méthodes de morphologies mathéma-
tiques a des seuillages (Voir Figure 33d).

¢ Cet algorithme de segmentation de la matiere blanche utilise
l'algorithme de compensation afin d’améliorer sa précision.

¢ Afin de limiter la segmentation de la matiere blanche au cer-
veau, un algorithme de détection des rétines a été développé.

* L'algorithme de segmentation de la matiere blanche fournit ra-
pidement un résultat précis.

Enfin, l'algorithme de segmentation de la matiére blanche cérébrale
a servi de base au développement de la segmentation de la matiere
grise présentée en Chapitres 9, et le SBDDCC a servi de base pour
le développement d'un algorithme de compensation d'un défaut de
marquage immuno-histochimique présenté en Chapitres 8.

6.2 ARTICLE 2 PUBLIE DANS MATHEMATICAL MORPHOLOGY-THE-
ORY AND APPLICATIONS
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Abstract: Tissue clearing methods have boosted the microscopic observations of thick samples such as whole-
mount mouse or zebrafish. Even with the best tissue clearing methods, specimens are not completely trans-
parent and light attenuation increases with depth, reducing signal output and signal-to-noise ratio. In ad-
dition, since tissue clearing and microscopic acquisition techniques have become faster, automated image
analysis is now an issue. In this context, mounting specimens at large scale often leads to imperfectly aligned
or oriented samples, which makes relying on predefined, sample-independent parameters to correct signal
attenuation impossible.

Here, we propose a sample-dependent method for contrast correction. It relies on segmenting the sample, and
estimating sample depth isosurfaces that serve as reference for the correction. We segment the brain white
matter of zebrafish larvae. We show that this correction allows a better stitching of opposite sides of each
larva, in order to image the entire larva with a high signal-to-noise ratio throughout. We also show that our
proposed contrast correction method makes it possible to better recognize the deep structures of the brain
by comparing manual vs. automated segmentations. This is expected to improve image observations and
analyses in high-content methods where signal loss in the samples is significant.

Keywords: contrast correction, image restoration, light attenuation, registration, high-content screening, wa-
tershed segmentation

MSC: 68U10, 92C55

1 Introduction

Due to its small size, its robustness, affordability and its high reproduction rate, zebrafish have become a
popular vertebrate model over the last decades, which is used in a variety of screening experiments [7]. These
screens are performed for the study of behaviour [4], gene expressions [10], drug-toxicity [16] or exposure to
toxicological compounds [3]. However, image-based screening approaches, which are using whole zebrafish
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embryos, are mainly performed on the basis of 2D images [17, 19]. While 3D-based screening methods do exist,
they are either using unconventional microscopy setups, or need multiple acquisitions of the same sample
[2, 8, 14, 15, 21], which renders them unsuitable for large scale analysis.

Recently developed tissue clearing methods allow biologists to perform anatomic studies on the basis of
in-toto confocal image acquisitions of thick samples, such as mouse brain or entire zebrafish [6]. However, tis-
sue clearing of large samples is time consuming. In addition, the most effective techniques involve hazardous
compounds like organic solvents [20] which complicates their application at large scale. Furthermore, some
tissue clearing protocols have the potential of changing the size or — even worse — the shape of the processed
tissue [23]. Simpler protocols are now becoming available; they are reducing size alteration, and are both less
toxic and faster [1].

These fast tissue clearing protocols open the route to new high content screenings (HCS) using deep
confocal imaging on tissue cleared samples, like whole-mount zebrafish larvae. Such protocols allow the
detection of subtle abnormalities of larvae due to drug exposure or mutations. This approach is based on two
technological developments: first, fast mounting procedures, which are an improvement of earlier work [22]
and allow the reliable mounting and imaging of numerous samples. Second, the automatic image analysis,
combining signal improvement, feature detection and measurement of regions of interest.

In this article, we describe an automatic and accurate segmentation procedure for measuring the vol-
umes of whole larvae and the volumes of brain white matter of in-toto 5 days post-fertilization (dpf) zebrafish
imaged by confocal microscopy. Our protocol involves a new and fast contrast correction step, which reduces
the impact of light attenuation and dispersion in the samples.

Indeed, current contrast corrections are based on the Beer-Lambert attenuation model [13] which de-
mands time-consuming computations and often require multiple acquisitions in different orientations to
achieve robust results [12, 18]. Using the median value at each depth of the acquired sample, we show that our
method reproduces a Beer-Lambert attenuation over the sample while accelerating computation by reducing
the algorithmic complexity of the contrast correction.

2 Methods

2.1 Tissue clearing

Zebrafish larvae are fixed in formaldehyde (4% formaldehyde, 0.1% Tween20 in 1X phosphate buffered
saline (PBS)) and washed in 0.1% Tween20/PBS (PBStw). Fixed larvae are then bleached by incubation in
H202 -based depigmentation solution for 2.5 hours (1.5 hours in 0.5X saline sodium citrate buffer (S§5C), 0.1%
Tween20 in dH20 followed by 1 hour in 0.5X SSC, 5% formamide and 3%H202 in dH20) and then thoroughly
washed in PBStw. Larvae are dehydrated in a series of ethanol concentrations (25%, 50%, 75% and 100% in
PBStw) and stored at -20°C in 100% methanol. After rehydration in a series of ethanol concentrations (100%,
75%, 50% and 25% in 0.5% Triton X-100 in 1XPBS (PBStr)), larvae are washed in PBStr prior to proteinase K
treatment (at 20 pg/ml in 0.5% PBStr). They are post-fixed (2% formaldehyde, 0.1% Tween20, DMSO 2% in 1X
PBS) for 1 hour and washed in PBStr. Larvae are blocked 4 hours in 10% NGS, 0.05% Azide in 1XPBStr (IB)
and finally labeled with 1 mM Dil (DiIC18(3) Stain, Molecular Probes) in IB for 2 days and washed in PBStw.
We used the fluorescent lipophilic Dil stain, which causes an intense and consistent staining predominantly
in the white matter due to the high density of lipid-rich myelinated fibers. Due to the comparatively small size
of the specimens, the applied tissue clearing procedure only involves the matching of the refractive index
(RI) between the specimen and the surrounding medium. In the context of HCS on 5 dpf zebrafish larvae, this
protocol is currently the fastest, safest and most economic way for generating a large number of transparent
specimens. The tissue clearing medium is a fructose-based high-refractive-index solution (fHRI) prepared as
follows: 70% fructose (wt/vol), 20% DMSO (wt/vol) in 0.002 M PBS, 0.005% sodium azide (wt/vol). The RI of
the solution was adjusted to 1.457 using a refractometer (Kruss, Germany). Two kinds of mountings are used.
To evaluate accuracy of white matter segmentation, specimens were mounted with dorsal side up in a Petri
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dish by embedding them in a drop of 0.8% Phytagel (Sigma-Aldrich, #P8169) in embryo medium. To evaluate
signal decrease over depth of the sample, in particular below the eyes, specimens were mounted between two
coverslips in lateral position to allow imaging from both the left and right sides. To prevent motion between
both side acquisitions, specimen were embedded in 0.8% low-melting agarose within 700 pm thick silicone
spacers. The Rl is equilibrated by incubating the specimen in fHRI for at least 12 h and another coverslip is
then added and sealed with silicone.

2.2 Confocal microscopy

Confocal microscopy image stacks (3D images) of whole-mount zebrafish larvae (5 dpf) were acquired with
a 12-bit encoded dynamic range. Dil signals were recorded using a Leica TCS SP8 laser scanning confocal
microscope equipped with a Leica HC FLUOTAR L 25x/1.00 IMM motCorr objective. For specimens embedded
between two coverslips, acquisitions of opposite orientations of the specimens are registered by a two-step
process using the Elastix software package [11]. First, the so-called moving image is flipped horizontally and
the order of its slices is reversed to compensate for the physical flipping of the specimen. Second, the mov-
ing image is aligned to the fixed image in a multi-resolution fashion (using 4 resolution levels of a Gaussian
pyramid in our case), using an affine transformation to model the deformation between both images, and
either the Mean Square Difference (MSD) or Mutual Information (MI) of the voxel intensities is used as sim-
ilarity metric. Finally, the transformed moving image and the fixed image are fused using their maximum
voxel intensities.

2.3 Segmentation accuracy

We manually performed 3D segmentations of whole larvae and their white matter using using 3D Slicer [9]
and Amira for Life & Biomedical Sciences (Thermo Fisher Scientific) software packages. These manual seg-
mentation were then compared to corresponding automatic ones.

We measure the segmentation accuracy with a Matthews correlation coefficient (MCC), which considers
both true positives and true negatives. We also use Sgrensen-Dice coefficient (DSC), which does not consider
true negatives. To balance the importance of false positive over false negative voxels, we also used the general
balanced metric [5]. Setting § = 2, this metric is called GB2 in the sequel. Coupled with DSC, this metric
informs on the ratio of false positive voxels over false negatives ones.

The imaging procedure leads to numerous black pixels, which could artificially impact positively the
MCC. To avoid this artefact, we chose to reduce each acquisition to the bounding box of the union between the
ground truth and the result of the segmentation, with a tolerance of 5 voxels in each direction. This bound-
ing box is computed to reduce the amount of true negative voxels, thus reducing their impact on the MCC
computation.

3 Algorithms

The following sections use notations given in Table 1.

3.1 Whole larva segmentation

Let I; be the initial 3D acquired volume.



34 —— S.Lempereuretal. DE GRUYTER

Table 1: Mathematical notations.

Notations Name Definitions

I an N x M x 0, 12-bitimage vp € [1,N] x[1, M] x[1, O], I(p) € [0; 4095] N Z
max(I) Maximum value of |

local_maxima(I) Local maxima of |

(D5 Thresholding vp € I, I(p) = 1if I(p) = 0; 0 otherwise
Totsu Otsu thresholding

T8isu n class Otsu thresholding

inv(I) Inverse of image I Vp, inv(I(p)) = 4095 - I(p)
V Pointwise maximum

A Pointwise minimum

ci cube of size i?

bse(l) Dilation with structuring element se Vvese I,

6p(I) Geodesic dilation of I using I> as mask ~ \/,cp. Iv

&se(l) Erosion with structuring element se NAvese Iv

@se(l) Closing with structuring element se bse(ese(D))

yse() opening with structuring element se £se(Bse(]))

grad, (I Morphological gradient of I grady (D) = 65, (I) - &5, (I)
~&(ID) Volume opening Vse.volume(se) Vse()
~a(D) Ultimate volume opening

medianse(I) median filter with structuring element se

u = median(l) Scalar median of an array vp, M(p) = median(l)
percentile, (1) gth percentile of an array |

To initiate whole larva segmentation, a morphological opening using a cubic structuring element of size
15 x 15 x 15 voxels ! is performed to smooth the signal (Eq. (1)). Then, a first mask of the segmentation is
computed. To achieve this, the opened image is thresholded (Eq. (2)) using the first percentile of grey values of
non-black voxels of I; (Eq. (3)) as thresholding value. Then, a marker image is created by setting local maxima
of I; inside A? (Eq. (4)) to 2, the frame of the image to 1 and every other voxels to 0 (Eq. (5)). A morphological
gradient is then performed on the opened image (Eq. (6)). Then, a classical watershed is computed using the
previously explained marker image and the morphological gradient (Eq. (7)). This resulting image is closed
using a cubic structuring element of size 11 (Eq. (8)) to smooth the resulting volume. The last step of the
segmentation of the whole larva is an ultimate volume opening (Eq. (9)). This step consists of performing a
succession of volume openings until a single object remains on the array. This last object is kept as the final
larva segmentation result.

A = e, (1) M

A% = (ADsp, )

p1 = percentile; (A) 3)

A> = A% nlocal_maxima(l;) (4)

1 Later structuring element sizes will be abbreviated with a single number, such as “size 15”
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Mypole = 24> +F (5)

A° =grad(4h) (6)

A® = watershed(4”, Mypole) (7)
A7 = 9, (A% (8)

Starva = 7u(A") ©)

3.2 Segmentation-based depth-dependent contrast correction

Using the previously obtained segmentation of the whole larva Sj,,y,, We now compute the depth map (Fig. 1B)
of the specimen along the Z axis. The first step is a cumulative sum of Sj,,,, along the Z axis (Eq. (10)). Then,
we compute the multiplication of the original segmentation and the cumulative sum, to reduce values to the
previously segmented shape, as in Eq. (11). The results of this multiplication is the depth of each pixel into
the specimen starting from the acquisition side.

Let d be the value of the depth in the sample, d}, the last value of d, u(d) the median grey value of the
original image at level d, umax the maximum value of u(d) and dmax the index of umax in u(d). For each d
from dmax to d,, we compute the new voxel value by multiplying each grey value of d by umax divided by u(d)
(Eq. (12)).

A result of this procedure is displayed on Fig.1.C.

¥z € [0;b], B'(2) = > Starva() (10)
n=1
B> =B *S.1va (11)
. _ « Mmax
Vd € [dmax : dp], C(d) = 1(d) () (12)

3.3 White matter segmentation

The first step of the segmentation of the grey matter in our sample is the segmentation-based depth-
dependent contrast correction computation of Ip;;. Let Cp;; be the contrast corrected image.

We next compute a median filter with a cubic structuring element of size 3 on Cp;; (Eq. (13)). After this
median filter, we compute a four-class pixel binning based on Otsu thresholding, from which we retain only
the two highest classes (Eq. (14)). This step provided a rough segmentation of our region of interest. However,
this segmentation also contained eyes and yolk. We now propose additional steps to remove these tissues.

D1 = medianc3(CDi1) (13)

D? = Tu3(Tosu(DY) (14)

Due to the Dil labeling, the retina appear over-saturated on the image. Therefore, we use this information
to detect retinas with a threshold 99% of 212 — 1(Eq. (15)). This value was chosen because our datasets were
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Figure 1: Result of the shape-aware contrast correction algorithm on a transversal section of a zebrafish larva

A. Transversal view of a confocal microscopy acquisition from the left side of a zebrafish larva. B. depth map of the sample,
computed from the left side. Depth levels are color coded to differenciate each layer. C. Result of the segmentation-based at-
tenuation correction on this image. Previously invisible central white matter of the brain became visible after processing. scale
bar =250 pm

encoded in 12 bits. Then, saturated grey values are set to 212~ 1. However, after contrast correction, parts of the
specimen can exceed this value (Eq. (16)). Taking every pixel brighter than 99% of 212 flags saturated pixels
and their neighborhoods. A volume opening of size 200 is then computed (Eq. (17)), and the result of this
opening is closed using a cubic structuring element of size 7 (Eq. (18)). This segmentation was additionally
dilated by a cubic structuring element of size 7 (Eq. (19)) and removed from the approximate white matter
segmentation. (Eq. (20)).

n=0.99*(2%-1) (15)
E' = (Cpi)sy (16)
E? = 4550 (EY) 7)
E’ = ¢, (E?) (18)
E* = 6.,(E%) (19)
D*=Dp’-E* (20)

Then, a dilation with a cubic structuring element of size 7 is applied. (Eq. (21)). The dilation result is
recorded as D*. An erosion with a cubic structuring element of size 7 is computed (Eq. (22)). Then, an ultimate
volume opening of the result of this erosion step is computed (Eq. (23)). This ultimate erosion step is stored
as D’. In parallel, we remove D* from the segmentation of the whole larvae (Eq. (24)). After this removal, an
erosion with a cubic structuring element of size 7 is computed to improve the size of the boundary between in
and out regions (Eq. (25)). The result of this last step is summed with two times D’ Eq.(26). This step creates a
map of inside and outside zones. The results of this step is called D°. A marker image is created by keeping the
local maxima of D! and by attributing to these later values stored in D° (Eq. (27)). A morphological gradient
of D! is computed (Eq. (28)). Using this gradient and previously explained markers, a classical watershed is
computed (Eq. (29)).

To finish, a last ultimate volume opening is computed (Eq. (30)) to obtain the segmentation of the white
matter.

D* = §,(D°) 1)
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Table 2: Time spent to segment whole larvae in seconds

15t sample 2"?sample 3™ sample 4" sample 5" sample 6" sample Mean value

specialist 1 360 360 480 300 180 240 320
specialist 2 534 357 332 1015 213 449 483
Automated 117 103 104 118 114 106 110
D’ = ,(D%) (22)
D =4(D%) (23)
D’ = Sigrvqe - D* (24)
D® =, (D7) (25)
D° =2+*D%+D® (26)
Myhite matter = D’ *local_maxima(D?) 27
D0 = grad(D?) (28)
D™ = watershed(D'°, Mynite matter) (29)
Swhite_matter = 74 (D) (30)
4 Results

4.1 Segmentation of whole larvae

We chose the dorso-ventral orientation, because with lateral acquisitions, the eyes are too opaque. This would
result in important signal loss, hiding the data behind them. Automated segmentation of whole larvae was
performed as described in the Methods section. These segmentations were compared with the results of the 12
manual segmentations performed by two neuroanatomists. A visual example of these comparisons is shown
in Fig. 2 C.

Time spent to segment whole larvae was measured for both specialists and for automated segmentation
on 6 samples. These times are listed in Table 2. Automated segmentation of these files was almost 3 times
faster than performing manual segmentation.

MCC, GB2 and DSC results are shown on Table 3.

MCC scores were high enough to consider this algorithm as accurate. However, some regions of the larvae
have not been included in the segmented domain, such as the end of the tail (arrow head in Fig. 2.B and C)
and, to the contrary, over-segmentation was also observed (arrow in Fig. 2.B and C). However, false positive
and negative regions were very small compared to the size of the ground truth segmented domain.
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Table 3: MCC, GB2 and DSC values for each sample compared to manual segmentation performed by two trained specialists

Specialist 1 Specialist 2

Sample ID DSC GB2 mcc DSC GB2 mcc

1 0.9659 0.9658 0.9593 0.9515 0.8487 0.9443
2 0.9451 0.9406 0.9345 0.9541 0.9521 0.9444
3 0.9593 0.9593 0.9514 0.9457 0.9453 0.9354
4 0.9421 0.9421 0.9373 0.9464 0.9455 0.9362
5 0.9532 0.9532 0.9448 0.9371 0.9342 0.9242
6 0.9669 0.9668 0.9602 0.9520 0.9508 0.9411
7 0.8296 0.7435 0.8173 0.9053 0.8859 0.8863
8 0.8462 0.7803 0.8386 0.9201 0.9069 0.9044
9 0.8540 0.7972 0.8481 0.9254 0.9147 0.9096
10 0.8440 0.7769 0.8362 0.9318 0.9237 0.9187
11 0.8242 0.7321 0.8148 0.8800 0.8448 0.8607
12 0.8143 0.7067 0.8093 0.9333 0.9266 0.9193

Median values 0.8980 0.8689 0.8913 0.9352 0.9304 0.9218

Figure 2: Whole segmentation of a zebrafish larva.

A. Lateral view of a 3D acquisition of a zebrafish 5-dpf larva. B. Automated segmentation of whole larva. Magenta pixels cor-
respond to automatically segmented pixels. This segmentation presents over-segmentation on the head of the fish (arrows)
and miss some parts of the tail (arrow head). C. Comparison between a manual segmentation and the automated segmenta-
tion. Magenta pixels are automatically segmented pixels, green ones are manually segmented ones. Grey pixels are the overlap
between manually and automatically segmented pixels. This comparison confirms the over-segmentation on the head part (ar-
rows) and the missing part on the tail (arrowhead). D. 3D visualisation of the segmentation of whole larva scale bar = 250 um

4.2 Confocal microscopy acquisition and signal decrease in optical sections

In conjunction with the fact that zebrafish larvae are small and relatively transparent, our fast tissue clearing
protocol allows acquisition of images with a conventional confocal microscope. Despite this protocol, attenu-
ation of the excitation light as well as the emitted light occurred, leading to signal loss in the deepest regions
of the specimens, as shown in a transversal X-Z optical section computed from the image pile (Fig.1.A). This
prompted us to develop algorithms improving contrast in the deepest regions of the specimen. To better esti-



DE GRUYTER Automated segmentation of zebrafish white matter volumes =— 39

mate signal loss, we chose to record samples from opposite directions (left and right sides of the larvae). Two
successive acquisitions were indeed possible because fluorescent dye (Dil) was not bleaching out.

4.3 Median value of signal loss follows an exponential decrease

The overall signal loss vs. depth into a specimen follows a Lambert law (see Fig. 3). Our contrast correction
algorithm started at the depth in the sample where the maximum median value was observed. This maximum
value is not located on the first layer of the segmented domain because the skin is not strongly labelled by
Dil and thus has low luminosity values.

Using this information, we fitted an affine function to the log of median grey value for each depth above
maximum median value using least median of square to evaluate if our estimation followed an exponential
decrease.

102 4

u(d)

10! 4

0 50 100 150 200 250 300 350
d (px)

Figure 3: Log-plot of the median grey value over depth levels.

4.4 Contrast correction improves registration

Since the opposite images of the same specimen differ only in the direction of the z-axis, we hypothesized that
arigid registration (rotation, translation) should be sufficient to align two opposite acquisitions. Initially, the
rigid registration of datasets without correction led to strongly misaligned elements. This induced a duplica-
tion of the retina, tecta (Fig.4.A) and spinal cord (data not shown), making any further analysis impossible.

We show in Fig.4 that computing a segmentation-based contrast correction on both acquisitions of a
specimen prior to registration led to a visible improvement of the alignment (Fig.5.B), in particular in the
retina and tecta (box in Fig.4A).
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Figure 4: Registration improvement by segmentation-based depth-dependent contrast correction.
A. Direct registration of the datasets led to strongly misaligned retinas and optic tecta (box).

B. Registration of segmentation-based contrast corrected datasets improved alignments.

Fixed dataset is in green, registered dataset is in magenta. Scale bar = 250 pm

4.5 Deep signals restoration after segmentation-based contrast correction

In this section, we provide another illustration of image improvements following the application of our algo-
rithm. We applied the parameters of registration, which were previously generated from the alignment of the
images acquired from the left and right sides to the initial images, and applied the segmentation-based con-
trast correction algorithm to both side acquisitions. Fig.5 shows that segmentation-based depth-dependent
contrast correction strongly enhances the signal-to-noise ratio in elements like retina (arrowhead), tectum
(arrow) or ventral part of the brain (Compare C to A and D to B). However, a blurring effect, which is due
to the depth-dependent changes the point spread function (PSF), is not corrected by this method. We how-
ever estimate that this will not alter subsequent volumetric analysis of the white matter much, because this
blurring effect does not affect significantly the global shape of the positive domain.

4.6 Segmentation-based contrast correction allows the improvement of manual
segmentation

To measure the efficiency of our contrast correction method, one of our neuroanatomists segmented the white
matter of the same specimens before and after contrast correction. Results of the difference between manual
segmentations are visible in Fig. 6.

Clearly, the white matter of the ventralmost part of the brain was under-segmented when no contrast
correction was applied. From the shape of the ventralmost part of the segmented white matter, we hypothesize
that it belongs to the hypothalamus, the ventralmost part of the brain and therefore, that the whole brain was
segmented following contrast correction.

Before contrast correction, a large part of the ventral part of the brain white matter was missed due to
contrast loss over depth. This loss is visible in Fig. 6 A and B.

As with the segmentation of whole larvae (refer to section 4.1), two trained specialists manually seg-
mented the white matter on raw data. The times spent to perform manuals and automated segmentation of 6
samples are visible on Table 4. Automated segmentation of white matter on these files is at least 4 times faster
than performing manual segmentations. To measure the miss-targeting effect on raw data, DSC, GB2 and MCC
were computed, comparing these segmentations to manual ones performed after contrast correction. These
measurements are shown on Table 5.

MCC and DSC results show a strong impact of the contrast correction. For example, MCC shows a me-
dian discrepancy of 17.76% for the first neuroanatomist. These errors are impacting volume and position
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Figure 5: Segmentation-based contrast correction of co-registered data sets improves signals in deep regions.

A, B: Original images after registration. A: image acquired from the left side of the larva. B: image acquired from the right side.
Due to internal diffraction of the excitation and emission wavelength the recorded signal decays with depth in the specimen.
C, D: Same data as above after segmentation-based contrast correction. C: Acquisition from the left side, D: Acquisition from
the right side. E/F: Overlay of left (magenta) and right (green) acquisition before fusion. E: original data set after registration F:
result of segmentation-based depth-dependent contrast performed on data from panel E. Scale bar = 250 um.

Table 4: Time spent to segment white matter in seconds

15t sample 2"?sample 3™ sample 4" sample 5" sample 6" sample Mean value

specialist 1 1260 720 660 600 1080 1020 890
specialist 2 976 1420 1143 686 832 1131 1031
automated 208 187 190 218 208 194 201

of the detected white matter. We now compare automated segmentations of the white matter with manual
segmentations performed after contrast correction.

4.7 Accurate white matter segmentation

We compared manual segmentations performed on contrast corrected data to corresponding automated white
matter segmentations. Visualisation of automated white matter segmentations and their comparisons against
manual results is shown on Fig. 7. Manually segmented regions present a large variety of shapes, such as
linear elements in the tail (data not shown) or small dots in the dorsalmost part of the brain (arrows in Fig. 7
A and C) which were not well detected by our algorithm.

MCC, GB2 and DSC scores of these comparisons are shown in Table 6. Median MCC, GB2 and DSC scores
are respectively, 86,18%, 85,66% and 86,11%. By comparing these results with those given in Table 5, we con-
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Figure 6: Segmentation-based contrast correction improves manual segmentation accuracy.

Orange represents the segmentation before contrast correction, blue is segmentation after contrast correction and white

is the overlap between these two categories. A. Comparison between manual segmentations performed before and after
segmentation-based contrast correction. Ventral part of the brain, deep in the specimen, was missed without contrast cor-
rection. B. Ventral view of the surface rendering of the comparison between manual segmentations performed before and after
segmentation-based contrast correction. A large part of the ventralmost part of the brain was missed without contrast correc-
tion and was present after the application of the contrast correction procedure. scale bar = 250 um.

Figure 7: Comparison between manual segmentation performed on contrast corrected data and the automated segmentation
including contrast correction.

Magenta represents automatically segmented voxels (including contrast correction). Green represents manually segmented
voxels. White represents overlap between automated and manual segmentations. Ultimate volume opening removed the non-
connected elements of the brain (arrows). A. Parasagittal optical sections. B. Ventral views of surface renderings. C. Lateral
views of surface renderings. scale bar = 250 pm

clude that the automated segmentation of the white matter is more accurate than the manual segmentations
performed without contrast correction.

5 Conclusion

In this paper, we describe a simple and accurate method to automatically segment and then measure the
shape of an entire 5dpf zebrafish larva and its white matter. This algorithm opens the route to large scale
white matter volume analyses in the framework of High-Content/High Throughput Screening. Measurement
of these volumes could for example be used to perform toxicological screens for analysing the impact of a
drug on the central nervous system or to study the effect of a mutation affecting overall brain morphology.

In addition to this labelling of the white matter, labelling of the grey matter using an anti-HuC antibody
labelling could be additionally performed, enabling the analysis of whole brain volumetry.

Also, in the near future, new markers of brain sub-domains may provide refined analysis of potential
abnormalities. Finally, our method will provide the ability to parcellate brain regions, in conjunction with
both classical statistical, image registration-based atlas methods, as well as learning-based methods thus
opening the route to more refined morphometric analyses. All these avenues for future work are currently
under investigation.
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Table 5: Measure of the MCC and DSC for the segmentations of the brain white matter comparing manual segmentations per-
formed on raw data by two neuroanatomists to manual segmentations performed on contrast corrected data by one of these
neuroanatomists.

Specialist 1 Specialist 2
Sample ID DSC GB2 MCC DSC GB2 MccC

0.8527 0.8470 0.8492 0.8493 0.8465 0.8474
0.8500 0.8479 0.8477 0.8042 0.8039 0.8066
0.7956 0.7933 0.7963 0.8108 0.8071 0.8099
0.6490 0.6486 0.6755 0.6985 0.6967 0.7144
0.8146 0.8140 0.8184 0.8013 0.8011 0.8063
0.8236 0.8207 0.8213 0.8027 0.7996 0.8040
0.8239 0.8197 0.8212 0.7873 0.7866 0.7914
0.7962 0.7955 0.8004 0.8441 0.8403 0.8413
0.8218 0.8146 0.8189 0.8176 0.8140 0.8161
0.8304 0.8280 0.8294 0.8516 0.8496 0.8496
11 0.8231 0.8222 0.8247 0.8405 0.8368 0.8381
12 0.8141 0.8130 0.8157 0.8202 0.8186 0.8192

O 00 NNV D WN -

funy
o

Median values 0.8224 0.8172 0.8200 0.8142 0.8105 0.8130

Table 6: Measure of MCC, GB2 and SDC coefficient of segmentation of brain white matter compared to manual segmentations
performed on contrast corrected data.

Sample ID DSC GB2 MCC

0.8865 0.8774 0.8828
0.9029 0.8954 0.9006
0.8754 0.8660 0.8725
0.7509 0.7505 0.7626
0.8908 0.8823 0.8872
0.8852 0.8769 0.8817
0.8277 0.8271 0.8306
0.8225 0.8222 0.8278
0.8394 0.8391 0.8434
0.8476 0.8472 0.8497
11 0.8774 0.8765 0.8764
12 0.8481 0.8471 0.8488

O 00 NN D WN -

-
o

Median values 0.8618 0.8566 0.8611
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ARTICLE 3 : ZEBRAINSPECTOR, UNE
PLATEFORME DE CRIBLE A HAUT-CONTENU ET
HAUT-DEBIT D’ORGANISMES ENTIERS
PERMETTANT L’ANALYSE VOLUMETRIQUE DE LA
MATIERE BLANCHE CEREBRALE DU POISSON
ZEBRE

7.1 PRESENTATION DE L’ARTICLE 3

Au cours de ma these, j'ai établi une plateforme pour effectuer une
imagerie haut-contenu(HCI) et une analyse haut-contenu(HCA) d'i-
mages 3D de lignées transgéniques fluorescentes dans le contexte du
neurodéveloppement du poisson zebre, dont le principe est décrit
dans cette publication. Sur la base de 1’observation que les traceurs
lipophiles produisent un marquage intense dans le cerveau, une procé-
dure simple et standardisée pour colorer, monter, imager et analyser
les eleuthéroembryons (EE) de poissons zébres entiers a été mise au
point pour permettre a la fois de redresser les échantillons et d’ob-
server et estimer leur taille et le volume de la matiere blanche de
leur cerveau. Toutes les étapes minimisent le temps et les efforts de
I'expérience et favorisent sa portabilité. En considérant un lot de 48
échantillons, il ne faut qu’environ huit jours pour effectuer 1'expéri-
ence, de la fixation initiale a la quantification du cerveau et des volu-
mes d’alevins entiers (Figure 1 du manuscrit).

Concernant le poisson zebre, deux types de protocoles ont été déve-
loppés. Le premier est tres rapide et s’effectue sur des poissons possé-
dant des mutations de pigmentation (comme casper ou nacre) ce qui
évite de procéder a une étape de dépigmentation qui efface les fluo-
rescences natives des protéines vertes ou rouges. Ainsi le protocole se
résume a une courte fixation, et au protocole de marquage par le mar-
queur lipophile, avec une légere perméabilisation par la saponine, un
détergent doux et 'imagerie dans un tampon dont l'indice de réfra-
ction est proche de 1’échantillon. Dans le second protocole, une pre-
miere étape consiste en la destruction des pigments se trouvant sur la
peau et dans la rétine, ainsi que la destruction de ’hémoglobine. Une
seconde étape pour mieux clarifier I’échantillon implique une délipi-
dification pouvant détruire les membranes cellulaires. Il est souvent
nécessaire d’apporter des étapes de fixation longues des tissus pour
limiter I'impact de la disparition des membranes. Enfin, la derniere
étape consiste en une expérience d’immunohistochimie pour recon-
naitre avec des anticorps primaires la GFP ou la RFP.
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Pour accélérer le protocole, Matthieu Simion et Elodie Machado
ont développé une méthode de clarification optique simple, rapide
et moins dangereuse que nous avons appelée zFaCT. Cette méthode
est composée de quatre étapes. La premiere étape est la dépigmen-
tation des échantillons par I'emploi de peroxyde d’hydrogene. Cette
étape permet de réduire I’absorption de la lumieére par les tissus. La
seconde étape est le blocage. Cette étape permet de saturer I’échantil-
lon avec des fragments d’anticorps non spécifiques. De cette maniere,
le marquage de l'anticorps utilisé sera plus spécifique car 1’anticorps
se fixera uniquement sur l’antigene ciblé. De plus, cette étape con-
tient des détergents permettant de perméabiliser I'échantillon afin
de favoriser la pénétration des anticorps au sein des tissus. Les dé-
tergents vont aussi produire une délipidification partielle de 1’échan-
tillon ce qui permet de réduire la diffusion de la lumiére dans les
tissus tout en conservant 1'intégrité des tissus. La troisieme étape est
le marquage des tissus. Nous employons le Dil comme marqueur de
référence. Mais il est possible d’effectuer des marquages immuno-his-
tochimiques en complément, afin d’étudier d’autres tissus ou d’autres
zones d’intérét. Enfin, la derniére étape consiste en un appariement
de l'indice de réfraction. L'indice de réfraction de I'EE est apparié
par 'emploi d"un milieu d’imagerie dédié. L'ensemble de ces étapes
est réalisé en cing jours pour un marquage au Dil, et peut prendre
jusqu’a 15 jours pour un triple marquage consistant en un marquage
Dil auquel s’additionnent deux marquages par anticorps. Cette mé-
thode permet d’obtenir rapidement un grand nombre d’échantillons.
Elle permet ainsi le développement de 1’analyse haut-débit par ima-
gerie d’échantillons complets.

Afin de pouvoir traiter une grande quantité d’échantillons, il a été
nécessaire d’automatiser au maximum l’acquisition par imagerie con-
focale. Le choix de l'imagerie confocale a été fait car ce type d’ima-
gerie permet d’effectuer une acquisition tridimensionnelle des échan-
tillons a une échelle cellulaire avec des outils distribués commerciale-
ment et tres fiables et simples a utiliser. En effet, nous avons choisi de
développer notre plateforme d’imagerie en utilisant un microscope
confocal commercial plutdt que de développer une plateforme dédiée
afin de garder la plus grande versatilité possible.

Dans le cadre d'une procédure d’'HTI, il a été nécessaire de met-
tre au point une stratégie de montage des échantillons permettant
d’automatiser leur acquisition. Dans ce but, nous avons développé
des tampons imprimables par impression 3D. Cette technologie a
plusieurs avantages. Le premier est le faible colit des matieres pre-
miéres, permettant de limiter le cotit de production des prototypes.
Le deuxiéme avantage est la rapidité de production des prototypes,
permettant ainsi de créer rapidement de nouvelles formes par exem-
ple pour d’autres stades ou d’autres especes. Le troisieme avantage
est la flexibilité que permet cette technologie.On peut facilement mod-
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ifier le tampon, sans risquer de perdre 'ensemble du travail effectué,
comme lors des procédures par usinage manuel. La quatriéme qualité
de I'impression 3D est la précision. Une imprimante Ultimaker 27" de
moyenne gamme est en mesure de réaliser des impressions avec des
précisions horizontales et verticales de respectivement 40 et 60 um.
En couplant cette machine a une buse d’'impression d'un diametre de
0,25 mm, il devient possible de réaliser des piéces ayant des parties
de quelques centaines de um. Le dernier avantage est la reproducti-
bilité des impressions qui permet de produire des séries de moules
identiques.

Les tampons que nous avons développés ont pour objectif de per-
mettre de faciliter le montage en position dorsale et d’assurer un es-
pacement précis et connu entre les échantillons. Pour cela, le tampon
est utilisé pour imprimer des encoches dans de 1’agarose solubilisé
dans un milieu de culture pour embryons de poisson zébre. La pré-
cision permise par I'impression 3D assure ainsi un espacement exact
entre les échantillons. 11 suffit ensuite de placer un échantillon par
encoche au moyen d"un pinceau, puis de fixer cet échantillon avec du
phytagel, un gel aux qualités optiques exceptionnelles, supérieures a
I'agarose. Des éléments supplémentaires concernant les méthodes de
montages sont disponibles en Chapitres 3.

Une fois les échantillons montés avec un espacement connu, nous
avons mis au point une procédure d’imagerie standardisée. Le but
de cette standardisation est de diminuer le temps nécessaire a 1’ac-
quisition en diminuant les risques d’acquisitions incompatibles avec
le traitement informatique. Pour standardiser 'imagerie, deux procé-
dures ont été mises en place. Premiérement, un guide d’imagerie a été
dessiné afin d’uniformiser les acquisitions. Ensuite, une macro d’ima-
gerie a été développée, permettant de réduire le temps de paramé-
trage nécessaire.

Une fois les données imaggées, la mise en place de notre plateforme
d’HTA nécessite le développement d’algorithmes informatiques per-
mettant de traiter la grande quantité de données générées. Dans le
cadre de nos travaux, nous avons créé deux traitements distincts.

La plus grande originalité et le gain le plus important et versatile
du pipeline ZeBralnspector sont la mise au point d'une méthode de
recalage permettant a des spécialistes de comparer un grand nom-
bre d’échantillons et de capturer des images a des niveaux et avec
des orientations identiques grace a un logiciel dédié qui permet de
naviguer dans tous les échantillons simultanément. Ainsi , lors du
montage, il y a moins de contraintes, et il n’est pas utile d’orienter
parfaitement les échantillons. Il suffit qu’ils soient dans une orien-
tation permettant une acquisition en vue dorsale. Une description
complete de I'algorithme permettant de réaliser ce recalage rigide est
disponible en Section 4.1.
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Le second traitement est la mise au point d'une méthode permet-
tant de segmenter automatiquement I’ensemble de 1’échantillon ainsi
que sa matiere blanche. C’est une méthode importante comme nous
le démontrons avec deux applications en neurobiologie et en toxi-
cologie. Les algorithmes permettant de segmenter la larve entiere et
la matiere blanche sont présentés respectivement en Section 4.2 et Sec-
tion 4.4. La segmentation automatique permet de mesurer le volume
de la matiere blanche cérébrale ainsi que de 'ensemble de I’échantil-
lon, permettant de comparer les variations de ces volumes.

Afin de mettre a disposition ces algorithmes, j'ai développé une
interface graphique avec la collaboration de Lilian Buzer pour la pro-
grammation en python. En plus de permettre de lancer les algori-
thmes de recalage et de segmentation, cette interface permet de vi-
sualiser simultanément jusqu’a 18 acquisitions ayant un triple mar-
quage, ainsi que les résultats des traitements. Une grande quantité
d’options de visualisation ont été implémentées, comme la possibi-
lité de changer 'orientation des échantillons, de les sous-échantillon-
ner pour réduire l'utilisation de mémoire vive, ou encore de réaliser
des projections d’intensité maximale de coupes épaisses dont on peut
déterminer 1’épaisseur et 1’orientation.

J’ai d’abord utilisé ZBI pour I’analyse de 'effet d"'une mutation du
gene Wdri12, connue pour générer des microcéphalies et ensuite, pour
I’analyse de I’exposition a un traitement anti-cancer, le 5-Fluorouracyl
(5-FU). L’analyse des mutants Wdri2 nous a permis d’observer la
présence d’un nanisme général des individus homozygotes, mais pas
de microcéphalie relative. En effet, bien que la taille absolue du cer-
veau soit inférieure chez le mutant homozygote, le ratio du volume
de la matiére blanche sur le volume de I'ensemble de I’échantillon
ne montre pas de différence significative entre les mutants homozy-
gotes et leur fratrie. En revanche, 1’'exposition d’embryons de poisson
zebre au 5-FU (doses similaires au traitement médical) mene a un
nanisme des larves, contrairement a ce qui est rapporté dans la lit-
térature. De plus ZBI a révélé que les larves présentent une sévere
microcéphalie, les larves traitées présentant un ratio du volume de la
matiere blanche sur le volume de 1’ensemble de I"échantillon significa-
tivement inférieur aux controles. Ainsi ZBI nous a permis de pointer
des effets discrets de la molécule, ce qui est crucial pour indiquer un
potentiel effet tératogene de la molécule chez I'homme.

Pour résumer, les résultats de 'article soumis déposé sur BioRXiv
sont les suivants:

¢ une nouvelle méthode de transparisation a été développée.

¢ Cette méthode permet d’obtenir rapidement et sans danger des
échantillons clarifiés.

e Ces échantillons clarifiés sont montés dans des encoches im-
primées dans ’agarose.
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* Ces encoches ont pu étre créées en employant un tampon im-
primé en 3D.

e L'impression 3D a été choisie afin d’assurer la précision, la ver-
satilité, la reproductibilité et ’adaptabilité des tampons.

* Ces tampons permettent d’effectuer un montage rapide au pinceau
des échantillons et de fixer précisément et régulierement les dis-
tances entre les échantillons.

* Le montage dans ces encoches permet la mise en place de macros
d’imagerie confocale afin de faciliter le lancement de 1’acquisi-
tion en batch et d’accélérer le processus d’acquisition.

e Afin de faciliter la comparaison des échantillons dont 1’orien-
tation et le positionnement ne sont jamais parfaits, nous avons
développé un algorithme de recalage des images obtenues.

* Ce recalage est effectué en alignant le systeme de coordonnées
de l'image avec des vecteurs: 1'axe entre le centre des deux
cristallins, le plus grand demi-axe de l’ellipsoide englobant la
matiére blanche, et le produit vectoriel entre les deux axes précé-
dents.

¢ D’autre part, deux algorithmes de segmentation ont été mis en
place afin de permettre la mesure du volume de 1’échantillon
ainsi que le volume de sa matiére blanche.

¢ En utilisant cet algorithme de segmentation, nous avons été en
mesure de mesurer 'ampleur de la diminution de taille induite
par la mutation du gene wdriz2.

e L'utilisation de l'algorithme de segmentation sur des échantil-
lons exposés au 5-FU a permis de mettre en évidence le nanisme
induit par cet antimétabolite.

* De plus, il est apparu que le 5-Fu induisait une diminution re-
lative du volume de la matiere blanche.

Un fichier exécutable pour ZBI est disponible pour Windows a con-
dition d’avoir installé le package redistribuable visual C++ 2017. L'en-
semble des codes est disponible sur gitlab.

Afin de raffiner les mesures obtenues, 'emploi d'un second mar-
queur permettant la détection de la matiere grise a été mis au point,
ce qui permet d’observer des défauts de neurogénese. Cette amélio-
ration est présentée en Chapitres 9. De plus, la mise en place de dif-
férentes automatisations pourrait permettre d’accélérer I’ensemble du
processus, comme nous le discuterons en Section 10.4. Il serait aussi
possible d’adapter cette plateforme a d’autres especes, comme nous
le discuterons en Section 10.3.


https://tefor.net/portfolio/zebrainspecto
https://aka.ms/vs/16/release/vc_redist.x64.exe
https://gitlab.com/sylv.lempereur/zebrainspector
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SUMMARY

In recent years, the zebrafish has become a well-established laboratory model. We describe here the
ZeBralnspector (ZBI) platform for high-content 3D imaging (HCI) of 5 dpf zebrafish eleuthero-
embryos (EEs). This platform includes a mounting method based on 3D-printed stamps to create a
grid of wells in an agarose cast, facilitating batch acquisitions with a fast-confocal laser scanning

microscope. We describe reference labeling in cleared fish with a fluorescent lipophilic dye.

Based on this labeling, the ZBI software registers EE 3D images, making it possible to visualize
numerous identically oriented EEs on a single screen, and to compare their morphologies and any
fluorescent patterns at a glance. High-resolution 2D snapshots can be extracted. ZBI software is

therefore useful for diverse high-content analyses (HCAs).

Following automated segmentation of the lipophilic dye signal, the ZBI software performs volumetric
analyses on whole EEs and their nervous system white matter. Through two examples, we illustrate
the power of these analyses for obtaining statistically significant results from a small number of
samples: the characterization of a phenotype associated with a neurodevelopmental mutation, and

of the defects caused by treatments with a toxic anti-cancer compound.
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Introduction

High-content imaging (HCl) and high-content analysis (HCA) at medium or large scales traditionally
involve cell culture experiments, including the use of advanced 3D cell cultures or organoids.
However, animal models remain indispensable, and small-animal models, such as invertebrates or
aquatic models, are clearly more appropriate for medium or large scale analysis than larger
mammalian species.

The need for HClI and HCA has greatly diversified. Various pipelines involve simple 2D imaging
methods (Beaumont et al., 2015; Staal et al., 2018), 2D+time (Cornet et al., 2017), high-throughput-
techniques in 2D (Jarque et al., 2018) and pseudo-3D (optical projection tomography (OPT) (Xiaoqin
Tang et al., 2016). Automated systems have been developed, including some that deliver zebrafish
eleuthero-embryos (EEs) in capillaries (vertebrate automated screening technology (VAST) (Early et
al., 2018; Guo et al., 2017; Pulak, 2016)

For HCl, light-sheet microscopes are fast, but can analyze only a limited number of mounted samples
per batch. Confocal microscopes can be used for medium-throughput imaging, but are of limited use
for the imaging of deeper structures (Bruneel and Witten, 2015), due to refraction at the interface
of adjacent tissue components with different refractive indices. However, tissue-clearing methods
have recently progressed sufficiently for deeper imaging in a number of species, including zebrafish
(Affaticati et al., 2017; Susaki et al., 2014). One of the key steps for rendering tissues optically clear
is matching the refractive index (RI) of the samples to that of the mounting medium.

Zebrafish, a vertebrate model, is very similar to humans in terms of its biological and physiological
properties and its body plan (Planchart et al., 2016; Roper and Tanguay, 2018), and studies in this
species are subjected to fewer ethical concerns. Indeed, EEs, which do not feed, are not covered by

the European directive on animal experimentation (Halder et al., 2010). This model has several
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advantages for HCl, including low breeding costs, high fecundity and transparency. EEs are small, and
can therefore be studied in high-throughput settings. A very large collection of zebrafish mutants is
now available. More than 500 are annotated in the Zfin database as having brain development
defects (Davis et al., 2014). In most cases, phenotyping is performed with a dissecting microscope or
the annotations are extracted from published studies.

We developed the ZeBralnspector (ZBI) platform, which uses rapid labeling and tissue-clearing
protocols, dedicated 3D-printed mounting stamps and a fast-automated confocal laser scanning
microscope. The use of 3D imaging overcomes the problems encountered with 2D images, which
may provide misleading information about the shape of an organ or tissue if the orientation of the
sample is imperfect. Registered 3D imagesalso speed up the mounting step, by making it possible to
align 3D images with imperfect orientations.

This platform includes the ZBI software (https://tefor.net/portfolio/zebrainspector), which has three

features. Firstly, numerous aligned samples, registered by different methods, can be visualized
simultaneously on a screen, with a reference dye channel, and two fluorescence patterns in two
other channels. This property is useful for many different applications, and high-resolution snapshots
can be obtained in any orientation. Secondly, this software performs automatic segmentation on
whole EEs and the white matter of their brains, based on staining with lipophilic dyes (such as Dil or
DiO). The interface, showing numerous aligned samples, can be used to validate segmentations and
to select samples for volumetric analysis. Finally, the software computes the volumetric analysis of

the segmented domains.

We highlight the usefulness of the ZBI platform here, by focusing on a mutant with potential
microcephaly and a long-prescribed chemotherapeutic drug found as a contaminant in the

environment, with effects on aquatic animals and potential teratogenic effects in humans.
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Materials and Methods

Zebrafish housing and husbandry

Fish were reared at a density of five adults per liter, under controlled conditions, according to
European recommendations for zebrafish housing and care (Alestrom et al, 2019). The
environmental parameters were as follows : photoperiod = 14 h/10 h light/dark, temperature = 26.5
+1°C, pH=7.8%0.1; conductivity = 240 + 30 uS/cm, NH.* = 0 mg/L, NO; = 0 mg/L, NOs'< 50 mg/L.
Fish were fed on rotifers (Brachionus plicatilis, > 500/fish/day) for the first two weeks of feeding, and
then with brine shrimps (Artemia nauplii, ~250/fish/day) and dry food (Skretting, Gemma Micro, to
apparent satiation, two times/day). The lines used in these studies were AB (from the European
Zebrafish Resource Center, Germany), casper (from the Zon laboratory, Harvard University, USA),
Tg(kdrl:DsRed) (obtained from the Betsholtz laboratory), Tg(fli:GFP) and the wdr12"3'?°™ mutant line
(from the Zebrafish International Resource Centre, Eugene, Oregon). All procedures were performed
in accordance with European Union Directive 2011/63/EU, with the approval of the local ethics

committee (no. 59 CEEA).

Four rapid staining protocols for lipophilic carbocyanine dyes (Dil, DiO, DiD, DiR),

fluorescent proteins, and optional staining with various antibodies

Single-dye staining (Fig. 2A)

Five days post-fertilization (dpf), EEs were killed and immersed overnight in fixative solution (4%
formaldehyde in 1 x phosphate-buffered saline (PBS), 0.1% Tween 20 (PBST) at 4 °C. They were
processed immediately or stored for up to several weeks at 4 °C in 0.5% formaldehyde and 0.05%
sodium azide in PBST. The EEs were thoroughly washed in PBST for two days and incubated in 0.5 x
saline sodium citrate buffer (SSC) with 0.1% Tween 20 for 1 h at room temperature (RT). Melanocytes

were bleached by incubating the EEs in fresh depigmentation solution (0.5 x SSC, 5% formamide, 3%
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H,0,) for 1 h at RT, and the samples were then washed overnight in PBST. The samples were blocked
by incubation for at least 5 h in blocking solution (10% normal goat serum, 10% DMSO, 5% PBS-
glycine, 0.5% Triton X-100, 0.1% deoxycholate, 0.1% NP40 and 0.1% saponin in PBST) at room
temperature. They were then briefly rinsed in PBST and labeled by incubation for three days with 1
pg/mL lipophilic dye (Dil, DiO, DiA, DiD or DiR, L7781, Thermo Fisher Scientific) in labeling solution (1
x PBST supplemented with 2% normal goat serum, 20% DMSO, 0.05% sodium azide, 0.2% Triton X-
100, 10 pg/mL heparin and 0.1% saponin) at RT with gentle shaking. Samples were then subjected to

refractive index (RI) matching and mounting.

Dye staining with the preservation of native fluorescent proteins (Fig. 2B-C)

Five days post-fertilization (dpf), EEs were killed and immersed overnight at 4 °C or for 2 hours at
room temperature in fixative solution (4% formaldehyde in 1 x PBS, 0.1% Tween 20 (PBST)). They
were processed immediately or stored for up to several weeks at 4 °C in PBST supplemented with
0.5% formaldehyde and 0.05% sodium azide. They were thoroughly washed in PBST for two days and
immersed in blocking solution (10% normal goat serum, 10% DMSO, 5% PBS-glycine, 0.5% Triton X-
100, 0.1% deoxycholate, 0.1% NP40 and 0.1% saponin in PBST) for at least five hours at room
temperature. Samples were briefly rinsed in PBST and labeled by incubation for three days with 1
pg/mL lipophilic dye (Dil, DiO, DiA, DiD or DiR, L7781, Thermo Fisher Scientific) in labeling solution (1
x PBST supplemented with 2% normal goat serum, 20% DMSO, 0.05% sodium azide, 0.2% Triton X-
100, 10 ug/mL heparin and 0.1% saponin) at RT, with gentle shaking. Samples were then subjected

to refractive index (Rl) matching and mounting.

Dye staining coupled with immunodetection (Fig.2D-H)

We proceeded as follows, to combine whole-mount lipophilic dye staining with immunodetection.
Five days post-fertilization (dpf), EEs were killed and immersed overnight in fixative solution (4%

formaldehyde in PBST) at 4 °C. They were processed immediately or stored for up to several weeks



W Jo s WD

Lempereur et al. for Developmental Biology, Tecnhique section 8

at 4 °C in PBST supplemented with 0.5% formaldehyde and 0.05% sodium azide. They were
thoroughly washed in PBST for two days and incubated in 0.5 x saline sodium citrate buffer (SSC)
supplemented with 0.1% Tween 20 for 1 h at RT. Melanocytes were then bleached by incubation in
fresh depigmentation solution (0.5 x SSC, 5% formamide, 3% H,0,) for 1 h at RT, and the samples
were then washed overnight in PBST. The samples were blocked by incubation in blocking solution
(10% normal goat serum, 10% DMSO, 5% PBS-glycine, 0.5% Triton X-100, 0.1% deoxycholate, 0.1%
NP40 and 0.1% saponin in PBST) for at least five hours at room temperature, and were then briefly
rinsed in PBST and incubated with primary antibodies in staining solution (1 x PBST buffer
supplemented with 2% NGS, 20% DMSO, 0.05% sodium azide, 0.2% Triton X-100, 10 pg/mL heparin
and 0.1% saponin) for three days at 37 °C with gentle shaking. Samples were washed for at least 1 h
in PBST at RT and incubated with secondary antibodies in staining solution without saponin for three
days at 37 °C in the dark, with gentle shaking. Samples were washed for at least 2 h in PBST and
stained by incubation with 1 pg/ml of lipophilic dye (Dil, DiO, DiA, DiD or DiR, L7781, Thermo Fisher
Scientific) in staining solution without saponin for three days at RT with gentle shaking. The samples

were then subjected to refractive index (RI) matching and mounting.

5-FU and wdr12 samples were immunolabeled with anti-HuC/D antibodies (not shown) (ab210554,
abcam, used at a dilution of 1:600). Anti-GFP (GFP-1020, Aves Laboratories) and anti-DsRed (632496,
Ozyme) antibodies were used at dilutions of 1:400-1:600. The secondary antibodies used were Alexa
Fluor 555-conjugated goat anti-rabbit (A-21428, Thermo Fisher Scientific, used at a dilution of 1:600),
Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-chicken (A-11039, Thermo Fisher Scientific, used at a dilution

of 1:600).

Mounting and refractive index (RI) matching

We used a RI matching medium (50% sucrose (w/v), 20% nicotinamide (w/v), 10% triethanolamine
(w/v) and 0.1% Triton X-100 (v/v)), referred to hereafter as MD+, a modified form of the CUBIC-2

(Susaki et al., 2015) solution. We replaced the urea of CUBIC-2 with nicotinamide, which has a strong
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optical clearing ability (Tainaka et al., 2018). The Rl of MD+ was adjusted, with water, to 1.457. Dye-
stained samples were first incubated in 0.5 x MD+ (50% (vol/vol) in dH,0) for at least two hours, and
were then transferred to MD+ solution. Mounting plates were coated with hot agarose/MD+ (1.5%
and 2% agarose solubilized in MD+ for standard 60 mm Petri dishes and single-well plates,
respectively) and appropriate stamps were rapidly positioned. The stamps were removed after the
agarose hardened. Using a paintbrush, we carefully positioned the fish in the resulting niches,
encasing them in small drops of phytagel/MD+ (1% phytagel solubilized in MD+) to stabilize them
during subsequent steps. The mounting plates were filled with MD+ and the Rl was checked several
hours later. Plates with a Rl matching 1.457 were imaged. If the Rl did not match, the MD+ solution

was renewed as often as required to reach this value.

3D-printed mounting molds

We used the open source CAD software Openscad (Kintel and Wolf, 2020), the files of which are

hosted on gitlab:

stamp for 12 samples: https://gitlab.com/sylv.lempereur/tcfmodels/-

/blob/master/petri_whole 5dpf dr.scad

stamp for 48 samples: https://gitlab.com/sylv.lempereur/tcfmodels/-

/blob/master/halfPlate_whole S5dpf dr.scad

stamp for 96 samples: https://gitlab.com/sylv.lempereur/tcfmodels/-

/blob/master/plate_whole 5dpf dr.scad

handle for all stamps: https://gitlab.com/sylv.lempereur/tcfmodels/-/blob/master/handle.scad

These files were sliced with Cura 4 (Ultimaker, Netherlands) and printed in polylactic acid (PLA) ona
standard Ultimaker 2* (Ultimaker, Netherlands) with a 0.25 mm nozzle. We printed the stamps

upright and standing on the straight edge of the long side, to achieve the highest resolution and
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fidelity in the ridges forming the small niches for the EEs. All stamps were handled with one to two
default handles, which were printed in bulk separately and affixed to the stamp with superGlue

(cyanoacrylate, CA).

Imaging plates

For small batches (up to 12 EEs), we used standard 60 mm Petri dishes (Greiner Bio One International,
catalog number: 628160) with the 12-sample stamp. Larger batches were mounted with the stamps
for 48 or 96 specimens in single-well plates (Thermo Fisher Scientific, #140156). This system provided
ample space for the objective of the microscope and had the same outer dimensions as a standard
96-well plate (Fig. 4C). This made it possible to mount the dish on the stage of a microscope with

standard hardware.

Confocal imaging

Due to the large number of samples we needed to process, our HCI system required an efficient,
high-speed image acquisition setup. We therefore designed a setup based on a NIKON A1R HD
microscope combined with a long-range piezo scanner objective (2 mm), a fast motorized stage and

a low-magnification objective lens (10 x, 0.5 NA).

This microscope incorporates a high-definition resonant scanner, a band-pass (BP)-filtered four-
channel detector unit equipped with two high-sensitivity GaAsP detectors (BP 525/50 & 595/50) and
two photomultiplier tubes (PMT) (BP 450/50 & 700/75). The laser unit is equipped with four laser
diodes (405 nm, 488 nm, 561 nm, 640 nm. Power > 15 mW), with switching via an acousto-optic-
tunable filter (AOTF). We chose a fast motorized stage (Prior H101P2) to allow high-speed plate

displacement in the x/y plane.

For optimization of the field of view, we combined the Nikon A1R microscope, which has a large field

of view (18 mm), with a CFl Plan Apo 10XC Glyc (0.5 NA) immersion objective (Nikon), to allow the
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acquisition of images (tiles) with x-y sizes of 1200 x 1200 um, such that the 5 dpf fish (diameter: 800
um, length: 4 mm) could be captured in their entirety with only five tiles. This setup also provides a

working distance of 5.5 mm and can correct for wide range of refractive indices, from 1.33 to 1.51.

We used a fast-piezo objective scanner (PIFOC, Physik Instrumente, Karlsruhe, Germany), which
allows high-speed acquisitions over 2 mm in the z direction to ensure rapid image acquisition in the

z-plane.

Filename-based data management for HCA

We developed a data management system, using structured file names, to maintain flexibility in the
choice of analytical tools and accessibility for diverse users. The data organization can be maintained
even after export to a different environment, such as the laboratory of a coworker or a user of the

service unit, because it is independent of a centralized tracking database.

The structured file name constitutes the ‘globally unique identifier’ (GUID) for each sample and is as

easily readable to humans as it is to machines, due to its consistent structure.

For images, this file name consists of a combination of condensed composite IDs, separated by
underscores: scanlD_specimen|D_experiment-descriptor_data-descriptor. Each of these IDs can be

broken down into less complex descriptors:

e The scanlD is the date of acquisition in yymmdd (year, month, day; two digits each, zero-
padded) format followed by the initial of the person who acquired the image (capitalized)
and an alphabetic counter (a-z) counting the scans performed by this person on this day.
Having the scanlID in this form and at this position forces the files into chronological order,
thereby making it easier to find (potentially related) files from the same session in a file

management system (Explorer, Finder, Nautilus).



W Jo s WD

Lempereur et al. for Developmental Biology, Tecnhique section 12

e The specimenlID consists of the experimentID, which identifies a batch of samples from a

project, and an alphabetical counter, identifying each specimen individually.

o The experiment-descriptor contains a shorthand descriptor of the developmental stage of
the specimen, the projectID it belongs to, an X-voxel count, providing information about the
resolution of the image, a freeform comment for non-HCS-acquisitions and a machinelD,
which identifies the microscope and the technique used to acquire the image. The projectID
can also be broken down into the abbreviated project name, a numerical counter and an

abbreviation of the Latin species name of the specimen, all separated by hyphens.

o The data-descriptor differentiates between the different stages of processing and analysis of
the image. As all the data derived from a given data set carry the same base name (the first
three descriptors), the data-descriptor informs the user of the status for the mode of data

considered.

Under individual-image conditions, file names are constructed interactively with a helper application
that checks the integrity of the GUID. However, names cannot be assigned directly by the microscope
software, and we therefore developed a software tool allowing users to re-establish the association
between the experimental history of the sample and its HCl image stack by translating the file name

assigned by the microscope into the appropriate file name for the ZeBralnspector system.

This process is based on a pseudodatabase system consisting of two spreadsheets (one for input, the
other for output) and a couple of javascript and python scripts. These scripts ensure that the function
of the filename as a GUID is not damaged, by checking that the right file name components are
applied to the correct image and preventing duplications. The correlation between the image and
the underlying sample is thus established on the basis of the position of the sample in the mounting

grid. This information is conveyed in the microscope-generated file name and entered into the input
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spreadsheet. Careful user guidance on the input spreadsheet facilitates the use of this spreadsheed

and increases user confidence.

wdrl2 mutants

wdr12"i3120Tg mutants were obtained from the Zebrafish International Resource Center (ZIRC,
Eugene, OR, USA). Adult zebrafish were maintained as heterozygotes and inbred to generate
homozygous mutant embryos. EEs were sorted under a stereomicroscope (Olympus SZX16) on day
5. Almost 25% of these EEs had eyes that appeared to be smaller than those of non-mutant EEs at
the same developmental stage and were considered, a priori, to be mutants. Putative mutants and
their siblings were processed according to the zFaCT protocol. After imaging, all fish were unmounted
and subjected a posteriori to genotyping (not shown). Wildtype and mutant wdri2 alleles were
detected with the following primers: forward 5’-ACCCAGCTGACATTTGCTCT-3’, reverse 5'-
TTCTTGGCTTCCAGCAGTTT-3" and reverse2 5’-CAATATCACCAGCTGAAGCCTA-3'. PCR with the
forward and reverse primers yielded a 244 bp amplicon for the wild-type allele, and an 831 bp

amplicon for the mutant allele.

5-FU treatments

5-fluorouracil (Sigma, USA) was applied in DMSO, which was used as a carrier. Three types of control
conditions were used: zebrafish in embryo medium, zebrafish placed in six-well plates in 5-FU-
containing medium, zebrafish in embryo medium+DMSO. The 5-FU application protocol is described
in the results section. At 5 dpf, all EEs were imaged under the dissecting microscope. The EEs were
then mounted in 48-well molds to ensure homogeneous acquisitions between samples with our fast
confocal microscope. The microscopy parameters were kept constant between the three successive

experiments.
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Image processing and statistical analysis

We performed registration, segmentation, statistical analysis and graph plotting in a python 3.7
environment under Ubuntu 16.04 and Windows 10, on an HP computer with an Intel Core i7 vPro
CPU and 32 GB of RAM. We used Numpy, Scipy (Virtanen et al., 2020), scikit Image (van der Walt et
al., 2014; Yaniv et al., 2018), matplotlib (Hunter, 2007), openpyxl, Pink (Couprie, 2011) and SimplelTK

(Yaniv et al., 2018).

Statistical analysis was performed as follows: Fisher’s exact test was performed to compare the
variances of two clusters. If the variances were found to be equal, Student’s t test was performed.

Otherwise, a Welch test was performed.

We manually performed 3D segmentations of whole EE and their white matter, using Amira for Life
& Biomedical Sciences software (Thermo Fisher Scientificc USAWe then compared these

segmentations with those obtained automatically.

We assessed segmentation accuracy, by calculating Matthews’ correlation coefficient (MCC), the
Sgrensen-Dice coefficient (DSC) and a general balanced metric (Cappabianco et al., 2019) setting @ =
2 (GB2). DSC and GB2 did not take true negatives into account. This problem was counterbalanced
by computation of the MCC. However, the large numbers of black voxels around the sample could
create computational artifacts. We prevented these artifacts by calculating MCC in a bounding box
around the union of the manual and automatic segmentations, with a tolerance of 5 voxels. We also
calculated GB2 because this coefficient favors false positives over false negatives. When combined

with DSC and MCC, this led to a better estimation of segmentation accuracy.

Our ZeBralnspector (ZBl) graphical interface was developed with the Pyside2 library. The workspace
screen displays up to 6x3 views simultaneously. Rotations, slice stacking, section moves and contrast
enhancement are computed in real time with the Numba library to obtain Python and Numpy code

acceleration. The software was thus built exclusively from native Python code.
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Results and discussion

We established the ZeBralnspector (ZBl) platform for high-content imaging (HCI) and high-content
analysis (HCA) of 3D images for studies of zebrafish neurodevelopment. Based on the observation
that lipophilic tracers yield intense labeling in the brain, we designed a simple standardized
procedure for staining, mounting and analyzing whole 5 dpf EEs with these dyes. This procedure is
currently tested and adapted with other samples: it works in our hand with 3dpf fish (eye-less
registration mode) and up to seven days (not shown). ZBI may certainly be used with other fish

species such as Astyanax or medaka.

Staining made it possible to register signals, resulting in a gain of time at the mounting step by
allowing the use of poorly oriented samples. The software also performs volumetric estimations of
the whole body and of the brain matter. All steps have been optimized to minimize time and effort
and to increase the generalizability of the experiment. For a batch of 48 samples, only about eight
days are required for completion, from initial fixation to the quantification of brain and whole EE

volumes (Fig. 1).

A Fixation Clearing Labeling Mounting  Acquisition Registration Segmentation Volumetry

8 > >3 > D>

Sibings  Mutants
n n12

Fig. 1 The ZeBralnspector (ZBI) platform

(A) The ZeBralnspector platform involves several steps. After fixation, a tissue clearing process is performed to reduce light
diffusion and absorption, and the samples are then stained with a lipophilic dye. Samples are mounted in specific molds
for rapid automatic acquisition on a microscope. The 3D images can be registered or segmented, and a volumetric analysis

of the EE and white matter can be performed.
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(B) Time required for each step of the ZeBralnspector platform. Each arrow represents a day of treatment. Black sections
correspond approximately to the time required for one day of experimentation. The whole process takes about 10 days

from fixation to volumetric analysis.

High-content 3D image analysis requires reliable features for automatic

segmentation: a robust labeling and tissue clearing protocol

High-content analysis (HCA) requires consistent fluorescence signals for automatic segmentation.
We tested lipophilic dyes of the carbocyanine family (e.g. DiO, Dil and DiD) for reliable visualization
of the main morphological features of the EEs (Fig. 2 and Fig. 3). When applied as a counterstain,
which is facilitated by the small size of the EE, this type of dye, which is traditionally used for
electrode marking and neuronal tracing, strongly stains the membrane-rich white matter of the
brain. Due to the lower density of membranes in non-neural tissues, the staining was less
pronounced in these tissues than in the brain, but nevertheless sufficient for automatic
segmentation of the whole body. We established a staining protocol yielding optimal

permeabilization while preserving the shape of the EE.

This protocol can be tuned for direct recording of the native fluorescence of reporter lines (Fig. 2B-
C), skipping the depigmentation step, provided that an unpigmented genetic background is used
(Materials and Methods). This approach is scalable with an optional immunolabeling step using anti-

GFP/RFP or other antibodies (Fig. 2D-H) if additional morphological data are needed.

Sample clearing is necessary for confocal microscopy, because a slight signal loss would otherwise
be observed with increasing depth in 5 dpf zebrafish. Indeed, homogeneously contrasted images are
required for the subsequent automatic segmentation steps, and along the z axis of the image stack.
Incubation in mild detergents leads to a partial delipidification, promoting sample clearing. The
imaging buffer is crucial for successful tissue clearing, as it renders the refractive index (RI) of the

sample equal to that of the surrounding medium, thereby rendering cell membranes, cytoplasmic
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proteins and other cell components transparent. After testing several products and concentrations,
we opted for a medium based principally on sucrose, nicotinamide and triethanolamine (MD+, see
the Materials and Methods section), which has suitable optical parameters for imaging with dipping

lens objectives with high or tunable RlIs.

The DiO labeling of a representative 5 dpf zebrafish is shown in Fig. 3. As shown in Fig. 3A, DiO
labeling is observed throughout the body, but is strongest in areas in which the density of myelinated
fibers is high. Retina photoreceptors, olfactory bulbs and the main fiber tracts of the brain display a
very strong DiO signal, making it possible to detect fine anatomical structures and landmarks (Fig. 3
E-H: telencephalon, optic commissures, lateral forebrain bundle, optic tectum, medial longitudinal
fascicle). Moreover, all anatomical structures are labeled. Outside the brain, ganglions and motor
neurons (Fig. 3A), appearing as dots along the spinal cord, are strongly positive. Muscles (Fig. 3A) and
other non-neuronal structures (Fig. 3C: yolk, digestive tract and organs, etc.) have a much weaker
DiO fluorescence signal than brain structures, but nevertheless remain detectable. Overall, these
data show that DiO can be used as a marker of brain structures and for the detection of whole EEs,

on the basis of background labeling.
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dye

Simple dye staining

dye +
native fluorescence

dye +
immunolabeling

dye +
double immunolabeling

anti-GFP anti-DsRed

Fig. 2: Four examples of fast staining protocols compatible with the ZeBralnspector (ZBI) platform

(A) Confocal horizontal optical section of a 5 dpf zebrafish after DiO staining. (B-C) The zFaCT labeling protocol is compatible
with native fluorescence imaging. A 5 dpf EE from the Tg(kdrl:DsRed);casper transgenic reporter line, in which the
endothelial cells of the blood vasculature are counterstained with DiO. (B) Confocal horizontal optical section of the DiO
channel. (C) The same optical section, showing DsRed fluorescence. (D-E) The zFaCT labeling protocol allows whole-mount
immunolabeling. A5 dpf EE incubated with an anti-HuC/D antibody to label neurons and counterstained with DiO. DiO and
anti-HuC/D antibody staining patterns from the same horizontal optical section are shown in D and E, respectively. (F-H)

Three-channel imaging was performed on immunolabeled 5 dpf EE from the Tg(fli:GFP) transgenic line into which SINV-



W Jo s WD

(o)

Lempereur et al. for Developmental Biology, Tecnhique section 20

mCherry/2A was injected on day 3. DiD, GFP (anti-GFP antibody) and mCherry (anti-DsRed antibody) fluorescence patterns

from the same horizontal optical section are shown in F, G and H, respectively.

Fig. 3 The lipophilic dye DiO: a reliable marker visualizing brain white matter and whole EE.

Zebrafish EE (5 dpf) were labeled with the lipophilic marker DiO and cleared. (A, C, E-H) Optical sections, 2 microns thick

(raw data), from confocal microscopy are shown in Fig. 4. Section planes are shown in B. B, D, I: 3D volume rendering of
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the EE (raw data). (A) Horizontal section, imaging plane. (B) Dorsal view. (C) Sagittal section (posterior region cropped). (D)

Lateral view of the anterior region of the EE. (E-H) Transverse sections. (1) Frontal view of the EE head.

HCI: description of rapid-mounting setups for EEs

Many mounting strategies for the high-throughput microscopy of zebrafish EEs have been published
(Alessandri et al., 2017; Donoughe et al., 2018; Kleinhans and Lecaudey, 2019; Staal et al., 2018;
Westhoff et al., 2013; Wittbrodt et al., 2014), but most are suitable for embryos but not for 5 dpf
EEs. We therefore designed 3D printed fixtures for the generation of regular grids of small niches of
approximately the shape and size of 5 dpf EEs (Fig. 4). Once placed in these narrow niches with fine
paintbrushes, the EEs remain in the chosen orientation, dorsal side-up in this pipeline. This mounting
strategy is possible because EEs dry out more slowly in high Rl medium than in water. EEs are
immobilized with a drop of phytagel, a transparent plant culture medium (Zhou et al., 2019), which
serendipitously proved to be ideal for microscopy. One of the advantages of this platform is that the
orientation of the EEs does not need to be perfect, provided that there is no eye in too dorsal position
to disturb the acquisition of the brain region below the eye. The imaging plates and stamps are

chosen according to the number of samples.

HCI requires speed: a description of the main advantages of fast confocal laser scanning

microscopy

Light-sheet microscopy is the most powerful method for live applications, but we chose not to use it
here, because it does not allow large-scale mounting and requires a high level of expertise in optics

an computing (Albert-Smet et al., 2019).

We chose a commercially available fast confocal laser scanning microscope, which was reasonably

priced and easy to use. The images generated were of a reasonable size. Depth-dependent signal
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loss is a drawback of confocal microscopy, but can be overcome by tissue-clearing techniques.
Several options make rapid acquisition possible: a piezo-electric objective scanning nanofocusing
system allowing high-speed movements in the z plane over a range of 2 mm, a large field objective
allowing the imaging of an entire 5 dpf EE with only five tiles, and a high-definition resonant scanner

coupled to two high-sensitivity photomultipliers.
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Fig. 4 HCI tools and strategy

(A) Modeling the stamp in CAD software. All measurements are in millimeters. (B) 3D-printed plastic stamp. (C) Dissecting microscope view
of a single-well plate with 48 embedded samples. The round, light-gray line diagram represents the microscope objective; this
demonstrates why so much space is required between the rim of the single-well plate and the specimens. The cyan dotted rectangle
outlines the overall scan area. The gray lines are scratches made manually in the plastic of the plate to strengthen the adhesion of the
agarose to the dish. Scale bar: 5 mm. (D) Overview of the CLSM setup. (E) Focus on the dipping lens and the long-range piezo objective
scanner. (F) High-magnification view of the imaging setup displaying the grid of embedded fish (21 dpf) (G) Partial screenshot from the
Nikon acquisition software (NIS-element) displaying @ multi-mosaic acquisition for 12 samples. (H) Mosaic acquisition: as the specimen is
larger than the field of view, multiple tile-stacks with a 10% overlap are acquired independently. These data are recorded with a sampling
rate of 512X512 voxels (vx) of 2.5 x 2.5 um. With a correspondingly adjusted z-step size, this results in isotropic voxels. (1) Dimensions of a
standard data set. The resulting image-stack after merging of the tile-stacks contains about 400 slices, each 512 voxels wide and 2256

voxels long.
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HCA of whole EEs and their brain white matter

Presentation of the pipeline

For analysis of the large amounts of data acquired, we developed computer software to automate
the analysis as much as possible (Fig. 5). The first step in the analysis involves the use of a renaming
tool to give the files names that are informative for the user. Robust image traceability is, indeed,

essential, with links to sample names and experimental procedures.

Within the ZeBralnspector (ZBI) software, registration makes it possible to simplify comparisons
between samples. Maximum intensity projections of substacks of the image can be generated. This
makes it possible to remove invalid samples before segmentation to reduce the computing time.
These segmentations automatically detect the positions of the EE and its white matter in the original
acquisition. However, segmentation errors are possible, and a new visualization is provided to the
user, to make it possible to eliminate such errors. This visualization displays the segmentations for
comparison with the raw data. Once any incorrect segmentations have been removed, ZBI performs

a volumetric analysis.
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Fig. 5 The ZeBralnspector informatic pipeline, making it possible to register, segment and visualize high-

content 3D images

The ZBI pipeline consists of a succession of computation steps. The datasets acquired are renamed, registered and
segmented. Segmentations are used for volumetric analysis. Framed squares represent sequences requiring manipulation

by the user.

Registration for faster batch visualization of EEs

Comparisons between samples were facilitated by implementing several procedures for sample
registration in ZBl. We provide a detailed description below of the first of these procedures, using

the lenses as landmarks.

The original image (Fig. 6A,E) is morphologically closed, and then morphologically opened to smooth
the signal. This smoothed image is then thresholded to keep the top ten percent of gray values. A
rough segmentation of the white matter is then obtained by keeping the largest element resulting
from this thresholding (Fig. 6B,F). A vector describing the main orientation of the white matter is
defined, retaining the largest half axis (major semi-axis) of the ellipse encompassing the thresholded
voxels. The computing time required for subsequent steps is reduced by downsampling the original
image to a quarter of its original size in each dimension. A rough segmentation of the whole larva is
computed by thresholding the downsampled image, keeping the largest element resulting from this
thresholding and then closing the image and removing internal holes. For the detection of black

elements in the specimen, a watershed is computed using the lowest five per cent of gray values as
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interior markers, then the outside of the larva and the top 50% of gray values as external markers,
and a morphological gradient of the closed image as the topological map. Lenses are detected among
the dark elements by retaining the two largest spherical elements (Fig. 6 B,F). Using these two
landmarks, it is, therefore, possible to obtain two vectors: the interocular vector, from the center of
one crystalline lens to the other, and the translation vector, pointing from the center of the lenses
to the center of the whole image. Orthogonality is ensured by projecting the vector describing the
main axis of the white matter onto the plane defined by the interocular vector. A final vector is
obtained by calculating the product of the interocular and projected vectors. This fourth vector is
oriented to point to the part of the image with the highest mean gray value. The four vectors (Fig. 6
C,G) are then used to calculate the transformation matrix used to align the image with its axis (Fig. 6
D,H). The calculation of the translation and rotation matrices based on the DiO channel data makes
it possible to apply this image registration to all signals acquired in parallel to the DiO reference

channel.

However, it may not be possible to use the lenses as landmarks, if the eyes are pigmented and the
light cannot penetrate them, for example. Two other registration processes, similar to that described
above, have been developed to get around this problem, but are not described in detail here. For
the registration of fish with pigmented eyes, the algorithm uses whole eyes as landmarks, with
differences only for some morphological kernels and threshold values. A third registration does not
use the eyes at all, instead computing the bounding ellipsoid from the white matter, using its axes as
vectors for alignment. This option may orient samples less precisely, but we recommend its use in
cases in which registration based on the lenses or eyes is unsuccessful. All the algorithms are

available from the gitlab repository.
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Fig. 6 A registration method using the lenses as landmarks and the fitting of an ellipsoid to the brain white matter for EE

axis definition

(A-D) Midbrain dorsal sections. (E-H) Midbrain transverse section (A,E) Raw data. (B, F) Superimpositions of segmentations of the white
matter (magenta) and crystalline lenses (green) onto the raw data (gray). These landmarks are used to compute the direction of the white
matter. (C, G) Superimposition of orientation planes onto raw data (gray). Yellow, blue and red lines represent the lens-to-lens, main axis
and third axis planes, respectively. (D,H) Results of the registration. The sample is centered and the white matter is aligned with the main

axis of the image.

Segmentation of the whole EE

One of the key tasks in our processing pipeline is the segmentation of the whole EE. For automatic
segmentation that flexibly adapts to images displaying some diversity in terms of intensity and
quality, many steps are required, regardless of the standardization efforts made. A morphological
closing is initially required to eliminate local undersegmentation due to local gradients. This is
followed by a morphological opening eliminating background noise external to the sample. The
resulting smoothed image is first used to calculate a morphological gradient reflecting the transition
of grayscale values over the image. The pixels are white in areas of abrupt transition, and dark in
homogeneous regions. A topological map is obtained as an intermediate result. Two thresholds
based on the gray levels of the smoothed image are then applied: the first threshold corresponds to

the internal zones (body) of the sample, with high values retained, and the second corresponds to



W Jo s WD

Lempereur et al. for Developmental Biology, Tecnhique section 29

the external zones (background), with low values retained. Using these thresholds, we labeled the
local maxima of the smoothed image by assigning values of 0, 1 or 2, depending on the area in which

they were located. 0, 1 and 2 correspond to neutral, external and internal seeds, respectively.
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The next step is a segmentation based on the watershed method, which requires seeds and a
topological map. The seeds, corresponding to the values 1 or 2 defined above, are used to initialize
the watershed. During the watershed procedure, these seeds grow to fill the area of interest. The
algorithm is first applied to a downsampled version of the image, to locate the sample. This makes it
possible limit the computation of the sample watershed when the high-resolution image is
processed, thereby reducing the calculation time. However, due to residual light diffusion into
tissues, the acquisition side is brighter than the opposite side. A specific threshold is calculated to
remove low grayscale values on the acquisition side, to solve this problem and to improve
segmentation accuracy. Finally, a morphological closure is applied to eliminate potential non-

segmented areas within the EE.

For validation of this segmentation method, we imaged 12 samples with the corresponding grid and
computed segmentations with our pipeline (Fig. 7A). Following segmentation, the results were
checked with ZBI, and this led to two very badly labeled samples being discarded that would
otherwise undoubtedly vyielded abnormal segmentations. We compared the automatic
segmentations (Fig. 7B-E) with those obtained manually (Fig. 7F-1). We obtained median Sorensen-
Dice coefficient, general balanced metric (GB2) and Matthew’s correlation coefficient (MCC) values
of about 0.95 (Fig. 7). These high scores indicate a high degree of correspondence between the
manual and automatic segmentations. On average, it took six minutes to calculate an automatic
segmentation, which is not significantly different to the eight minutes required for acquisition. This
calculation time, estimated on standard laptops, could certainly be reduced by parallel calculations
on dedicated computation servers. In conclusion, our automatic segmentation method provides a

precise segmentation of the whole EE.
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Preparation to Watershed result Watershed result Threshold on
watershed (downsampled) (raw) acquisition side

Raw data

I SampleID DSC GB2 MCC

109640 0.9638 0.9626
209300 0.9300 0.9290
3 09566 0.9565 0.9554
109227 09226 0.9214
5 09553 09550 0.9537
6 09532 0.9529 0.9516
7 09585 0.9585 0.9572
8 09457 0.9449 0.9432
9 09498 0.9488 0.9473
10 0.9502  0.9496 0.9476

Median values  0.9517 0.9513  0.9496

Fig. 7 Pipeline and validation of EE segmentation

(A) Main steps in the computation of EE segmentation by watershedding. Each step is illustrated with a transverse section
of the midbrain. Due to light scattering, the acquisition side is brighter than the opposite size. The watershed oversegments
dorsally (arrowheads). This problem is solved by applying a specific threshold on the acquisition side. The algorithms are
available from gitlab (see the Materials and Methods). (B-E) Segmentation results. Segmentation in green, raw data in gray.
B. 3D surface rendering. C-E. Transverse section. (F-I) Comparison of manual and automatic segmentations. Raw data are
shown in gray. Manual segmentation only, automatic segmentation only and the intersection between these intersections
are shown in brown, blue and white, respectively. F. 3D surface rendering. (G-1) Transverse section. (J) MCC, GB2 and SDC
coefficients for automatic segmentations compared with those for manual segmentations. The median values of these

coefficients are about 0.95, indicating that the two segmentation strategies yield almost identical results.

Brain white matter segmentations

We made use of the ability of DiO to label brain white matter strongly, for the automatic
segmentation of this tissue. As for the segmentation of the whole EE, the first step was the
calculation of a morphological opening followed by a closing. These steps generate a smoothed
image, which was used to calculate a first threshold for retaining the 10% highest grayscale valuesin

the image. This thresholding creates a class of voxels that we consider to correspond to white matter.
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A second thresholding is then performed on the smoothed image, to retain the lowest 50% of the
grayscale values of the image. We improved the precision of the segmentation by watershedding, by
eroding the thresholding results to ensure the presence of a neutral range between the two zones.
As described above, we then retained the local maxima of the smoothed images within each zone to

create an image including the necessary seeds for watershedding.

The presence of elements strongly labeled with DiO outside the brain, within the digestive tract for
example, made it necessary to introduce a second step to refine the segmentation, limiting it to the
brain. For this, we select the largest segmented element, corresponding to the brain. We then
calculate a morphological expansion of this object, to create the root allowing the calculation of a
geodesic expansion, using the watershedding result as a mask. This step removes elements that are

not part of the brain, while retaining small isolated brain structures.

Using a strategy similar to that described above to validate the segmentation, we segmented the
brain white matter of the 10 previous EEs (Fig. 8). Comparisons between automatic and manual
segmentations (Fig. 8F-1) yielded median DSC, GB2, and MCC values of about 0.88 (Fig. 8J). Automatic
segmentation took an mean of three minutes longer. Thus, whole-body and brain white matter

segmentations took a time similar to that required for image acquisition.



W Jo s WD

(o)

Lempereur et al. for Developmental Biology, Tecnhique section

Raw data Preparation to watershed Watershed result

33

Final result

Fig. 8 Pipeline and validation of white matter segmentation

J Sample ID DSC  GB2 MCC
1 0.8495 0.8470 0.8513

2 0.8907 0.8901 0.8923

3 0.9008 0.8967 0.9005

4 0.8940 0.8909 0.8938

5 0.8856 0.8721 0.8861

6 08745 0.8704 0.8744

7 08795 0.8777 0.8805

8 0.8428 0.8308 (.8422

9 0.8665 0.8548 0.8661

10 08783 0.8764 0.8792

Median values 0.8789 0.8743 0.8798

(A) The main steps in the computation for white matter segmentation by watershedding. Each step is illustrated with a

transverse section of the midbrain. Watershed computation detects unwanted elements, such as the retina (arrowhead)

or yolk (not shown). These oversegmentations are removed by selecting the largest elements and their near neighbors.

Details of this process are available from gitlab (see the Materials and Methods). (B-E) Results of segmentation.

Segmentation in green, raw data in gray. (B) 3D surface rendering. (C-E) Transverse section. (F-I) Comparison of manual

and automatic segmentations. Raw data in gray. Manual segmentation only, automatic segmentation only and intersection

between the two segmentations, in brown, blue and white, respectively. (F) 3D surface rendering. (G-1) Transverse section.

(J) MCC, GB2 and SDC coefficients for automatic segmentation relative to manual segmentations. Coefficients are greater

than 0.8, indicating that automatic segmentations are precise enough for volumetric analysis. Indeed, segmentation errors

were similar for all samples. For example, small white matter tracts in the brain are not segmented (arrowheads in I).

Checking of segmentation accuracy by the user

The software allows users to check segmentation quality manually, by producing an image

superimposing the segmentation of the white matter on the segmentation of the whole EE. These

segmentations can then be compared with raw data via ITK-SNAP or any other viewer allowing
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navigation within 3D images. Furthermore, this superimposition of segmentations makes possible
the automatic creation of images showing the overlay of the segmentation on the raw data, on
transverse sections, for example. These images can be used to detect potential segmentation errors,

making it possible to remove some samples before starting statistical analyses.

Our software can also display segmentation on the desired channel, making it possible to detect
segmentation failures. The software then proposes the elimination of these failures before statistical

analyses.

Volumetric analysis

Volumetric analyses are performed by multiplying the number of segmented voxels in each
segmented specimen by the physical size of the voxel, to obtain its real-world volume. This
computation, when performed for both segmentations, provides two different volumes: the whole
EE volume and the volume of its white matter. Dividing the volume of the white matter by the volume
of the EE, we obtain a ratio providing information about more subtle defects of neural development
such as impaired neurogenesis. The values obtained are automatically recorded in an Excel

spreadsheet and provided to the user.

HCA by the ZeBralnspector (ZBI) platform reveals discreet, but statistically significant brain

defects

We describe here the use of our pipeline to refine the characterization of a microphthalmic mutation
in a ribosome biogenesis gene. We selected the Wdrl2 mutant line, in which visible eye
microphthalmia was on lateral transmission light microscopy pictures (2 and 6 dpf) was reported in
the Zfin database (Fig. 10A). We crossed heterozygous founders and selected approximately one
quarter of the 5 dpf EEs on the basis of microphthalmia criteria. We first confirmed on one batch of

EEs that the affected EEs were homozygous for the mutation (data not shown). Eye phenotypes were



W Jo s WD

Lempereur et al. for Developmental Biology, Tecnhique section 35

100% penetrant in wdr12 homozygous (Hmz) embryos, whereas heterozygous (Htz) embryos were

indistinguishable from their wild-type (Wt) siblings.

We assessed whether brain hypomorphy, which was not obvious on observation under a dissecting
microscope, could be characterized by ZBI. We first used the snapshot button of ZBI to extract
maximume-intensity projections of transverse thick sections of the midbrain (Fig. 9, see te Methods
for details of the protocol and guidelines). This operation was greatly accelerated by navigation in
parallel in registered samples, visualized in the same orientation and at identical levels. ZBI can thus

be used for efficient rapid analyses of images in batches.
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Fig. 9 Use of the ZebraFishinspector (ZBI) platform to study midbrain morphology in wdrl2 mutants
The 12 samples shown highlight the homogeneity of brain size in mutants and wild-type EEs.

Aslight hypomorphy of the whole body (gray disk) and brain white matter (in white) can be observed in the mutants (C, G,
K, O, S, W) relative to their siblings (A, E, I, M, Q, U). Nevertheless the quantitative results of the volumetric analysis of 3D
images (Fig. 11) reveal much more striking and statistically significant differences in the size of the body and brain white
matter between mutants and siblings, demonstrating the advantage of using 3D images. Volumetric analysis, which can be
used as the basis of statistical tests, is performed on segmentation results (B, D, F, H, J, L, N, P, R, T, V, X). The accuracy of

the segmentation algorithm is demonstrated in this figure.

We then launched the ZBI algorithms on 11 Wt/Htz EEs (one lost sample) and 12 Hmz mutant EEs, to
estimate EE and brain white matter volumes. This volumetric analysis clearly revealed that the
mutants were smaller than their Wt/Htz siblings (Fig. 10G; Welch test: p=5 x 10-08), confirming the
overall growth deficits observed in these mutants. Furthermore, despite the much smaller white
matter volume in the mutants (Welch test, p=3 x 10-06) (Fig. 10H), the volume of the white matter
relative to global EE volume was no smaller in the mutants than in the wild type (Fig. 10l), strongly
suggesting that this mutation affected brain growth, but that the decrease in brain white matter
volume was no greater than the decrease in the growth of other organs, instead being associated
with general dwarfism. A visual analysis of the images recorded revealed a normal morphology of

the brain.
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Fig. 10 Volumetric analysis of white matter and of the whole body in Wdr12 mutants reveals statistically significant

global hypomorphy

(A) Wide-field microscopy of 6 dpf EEs. The wild type is shown at the top, and the wdr12"31207e/hi31207e mutants below. The
mutants have smaller eyes, but it is not clear whether brain size differs between the mutants and their siblings (source
Zfin). (B-C) 3D surface rendering of segmentations. EE in gray, white matter in green. These visualizations reveal no obvious
difference between mutants and their siblings. (B) WT or Htz mutants (C) Hmz mutants. (D-E) Transverse sections. The
mutants clearly have smaller eyes, but it is not possible to distinguish between the brain phenotypes of the mutants and
their siblings on these 2D pictures. (F) Superimposition of the transverse sections shown in D and E. Siblings in green,
mutants in pink. (G-1) Boxplots of whole EE volumes(G), brain volumes (H) and brain-to-EE volume ratios (I). The mutants
are significantly smaller than their wild-type siblings. Brain volume is also significantly smaller in the mutants. However, EE

and brain volume decreases are homothetic.
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This study highlights the power of our approach for detecting and confirming, with as few as 12
samples, discreet differences, with significantly EE and brain volumes in the mutants, not otherwise
clearly visible and which have not been reported before. Fast volumetric analysis successfully
generated statistically significant results from as few as 12 3D images (Fig. 10G-H). The identification
of brain volume defects in eight mutants is therefore possible by imaging only two dishes containing
48 samples. This proposed method paves the way for other refined analyses involving other brain

markers or other organs.

HCA for assessing the effect of early developmental exposure to environmentally relevant

concentrations of 5-fluorouracil

We estimated the performance of the ZeBralnspector platform for large-scale HCl in toxicology, by
treating zebrafish EEs with 5-fluorouracyl (5-FU). The active concentrations of 5-FU used were as

reported by Kovacs et al., (2016), and corresponded to approximately one million times the

concentrations found in the environment (Kosjek et al., 2013) and 2 to 40 times the concentrations

found in the plasma of human patients treated for colon cancer (Casale et al., 2004).

We tested five concentrations, by placing five batches of 20 recently spawned eggs in six-well plates.
We included two controls in each experiment (embryo medium alone, and embryo medium/DMSO).
The controls were placed in separate dishes, to prevent any toxicity due to the passage of 5-FU in air.
For all treatments, EEs were exposed to 5-FU for five days, starting one hour post-fertilization, with
daily renewal of the medium. Each day, mortality was recorded and the dead fish, a maximum of
three dead fish per batch (see figure for n), were removed, with no significant difference between
control and treated EEs (not shown). Most samplesappeared indistinguishable from the controls
under the dissecting microscope. Only about 20% of the EEs exposed to 2 g/L 5-FU presented obvious
abnormalities: a short body axis and head, microphthalmia, cardiac edema, an abnormal swim

bladder and short yolk vesicle (Fig. 11B).
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We measured EE volume with ZBI (Fig. 111). The EEs incubated with the highest 5-FU concentrations
were significantly smaller. This finding contrasts with previous reports that, surprisingly, found no
effect or even an increase in fish size due to 5-FU treatments (Kovacs et al., 2016). We suggest that
these contradictory results may reflect differences in the timing of treatment. Ng et al. (2020)
initiated treatment at 5dpf, whereas we initiated treatment less than one hour after spawning, as
we hypothesized that this would maximize 5-FU entry into the chorion. Indeed the perivitelline space
continues to grow until 1 hpf, due to osmotic water inflow, with the chorion subsequently hardening
and becoming less permeable. This hypothesis was confirmed by experiments involving treatment
initiation at later time points (>6 hpf), for which no defects were induced, even at high doses (data

not shown).

Our analysis revealed a significant decrease in the volume of the brain white matter (Fig. 11J), more
marked than that for whole EE volume (Fig. 111), as shown by the ratio of the white matter and EE

volumes (Fig. 11K). Interestingly, this difference was not obvious on transverse sections (Fig. 11C-H).
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Thus, using 3D images, we were able to detect discreet defects that were not otherwise obvious.
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Fig. 11 Medically relevant concentrations of 5-FU lead to dwarfism and microcephaly
(A) Dissecting microscope side view of a control EE. (B) Corresponding side view of an EE treated with 2 g/L 5-FU,

with a short body axis, cardiac edema, and diverse abnormalities. (C-H) Transverse 2D sections through the midbrains of
control zebrafish or fish exposed to5-FU appear to be similar. Identical levels were selected for brain sectioning. However,
due to variations in the orientations of sections, the eyes were not always sectioned at the same level. (AC control EE
exposed to DMSO. (D-H) EE exposed to 125, 250, 500, 1000 and 2000 mg/L 5-FU, respectively. Scale bar = 250 um(G-L) (I-
K) Boxplots of whole EE volumes. (1), brain volumes (J) and brain-to-EE volume ratios (K). EEs treated with high

concentrations of 5-FU are significantly smaller than controls. Their brains are also significantly smaller. Moreover, white
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matter/whole EE volume ratios indicate that brains the decrease in brain size is greater than the decrease in overall EE

body size, suggesting that 5-FU may specifically affect neurogenesis, causing strong microcephaly.
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Overall, these results from our platform reveal that the exposure of zebrafish embryos to medically
relevant concentrations of 5-FU very early in growth affects growth and brain white-matter size, as

expected for treatment with an antiproliferative agent.

Conclusion and Perspectives

We have developed a fast and flexible high-resolution 3D image acquisition and analysis platform for
HCl on 5 dpf EEs: ZeBralnspector. The basic volumetric analysis of this pipeline can be performed
with simple lipophilic dye labeling, but more specialized phenotypes can be investigated by
integrating immunohistochemical labeling for appropriate epitopes or using transgenic lines
expressing a fluorophore in the region/tissue of interest. Standardized rearing, staining, mounting
and imaging techniques ensure consistent quality and the obtainment of the large number of 3D
images required for statistical analysis at population level. As a convenient way of interacting with
the automated volumetric analysis, a graphical user interface enables users to review data quality
and to sample the population on the basis of preprocessed, lightweight representations of the raw
data. This interface also can be used for the analysis of highly variable phenotypes resulting from
zebrafish mutants. For example, it can be used to sort samples with various degrees of defect and to
analyze transgene expression or antibody labeling patterns more reliably.

The modular nature of our processing pipeline makes it possible to integrate additional analysis
modules, which can be developed specifically for a given application. The active development of
additional analysis modules is currently focused on the integration of machine learning, to accelerate
the image segmentation process for volumetry, and non-rigid registration to increase the sensitivity
of detection forvolumetrically neutral deformations within the sample. For larger studies, we foresee

an increase in productivity through the further robotization of specimen handling during mounting
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and image acquisition, through the use of 96-well plates and, if possible in the study concerned, a
decrease in sampling rate.

This pipeline was tested in studies of subtle volumetric aberrations in transgenic mutants and of the
neurodevelopmental impact of an ecotoxic compound. It could be modified and scaled to any
application involving investigations of the impact of test compounds on an entire, physiologically

intact vertebrate model organism, at a holistic level.
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RESULTAT NON PUBLIE 1 : SBLC: UN
ALGORITHME POUR COMPENSER DES GRADIENTS
DE MARQUAGES

Du fait de nombreuses étapes de traitements, d’échantillons poten-
tiellement variables, et d’événements perturbateurs comme 1’adhérence
des échantillons aux parois des tubes ou 1’adhérence des échantil-
lons entre eux, les marquages immuno-histochimiques peuvent étre
de qualité variable. Il est donc souvent compliqué d’optimiser un
marquage par anticorps, en particulier pour des expériences dites in
toto, impliquant par exemple une larve de poisson zébre entiere. Les
difficultés rencontrées avec le marquage par anticorps anti-HuC/D
(qui marque les cellules en neurogenése de fagon complémentaire
aux marqueurs lipophiles qui marquent principalement les fibres neu-
ronales) nous a obligé a mettre au point une procédure de compensa-
tion des défauts de marquage. En partant d"une hypothese physique
simple, nous avons supposé que la concentration de marquage au
sein d'un tissu suivait une loi de décroissance exponentielle selon la
profondeur. L'algorithme de compensation de défaut de marquage
a été nommé segmentation-based label compensation (SBLC). Dans
la suite de cette section je présente les hypotheses, une description
de l'algorithme créé, une présentation des résultats obtenus et finale-
ment une discussion des limites de ce procédé.

8.1 LA DECROISSANCE DES MARQUAGES SUIT UNE LOI EXPO-
NENTIELLE FONCTION DE L’EPAISSEUR DES TISSUS TRAVER-
SES

Dans un tissu fixé, la diffusion des anticorps peut étre modélisée
comme un mouvement brownien. Dans le cadre d"une coupe mince,
les anticorps vont circuler dans le milieu sans contrainte. Une coupe
mince de cerveau de poisson zeébre a une épaisseur comprise entre 2
et 25 pm. La surface est ainsi tellement grande par rapport au volume
qu’il est possible de marquer rapidement et uniformément la coupe.
Dans le cadre de tissus plus épais, les anticorps vont interagir avec
le tissu, et ce dernier va limiter la pénétration de l'anticorps. De
maniere homologue a la diffusion de la chaleur, on peut alors modéli-
ser la diffusion des anticorps dans le tissu comme une exponentielle
décroissante. En partant de ce principe, on peut en déduire que la
concentration en anticorps est corrélée a 1’'épaisseur de tissu traversé.
Ainsi, il parait possible de corriger un défaut de marquage par ’appli-
cation d'une correction suivant la profondeur des tissus pénétrés par
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I’anticorps. Les hypotheses posées m’ont donc permises de mettre au
point une méthode de correction d’un défaut de marquage immuno-
histochimique se basant sur la profondeur de tissus pénétrée par les
anticorps. En utilisant une méthode de correction similaire au SBD-
DCC (voir Section 4.3 et Chapitres 6), nous avons ainsi mis au point
un algorithme permettant la correction d'un tel défaut de marquage.

8.2 SBLC CORRIGE LES DEFAUTS DE PENETRATION DES MARQUEURS
SELON UNE STRATEGIE SIMILAIRE A CELLE DEVELOPPEE POUR
CORRIGER LES DEFAUTS DE PENETRATION DE LA LUMIERE

L’obtention de la segmentation de 1’échantillon entier est un pré-requis
au calcul de cet algorithme. Une maniere de réaliser cette segmenta-
tion a été présentée en Chapitres 6.

La premiére étape de I'algorithme est le calcul d'une carte des dis-
tances. Ces distances sont mesurées depuis la surface de la région
segmentée. Ainsi, cette carte indiquera le nombre de voxels minimal
qu’il faut traverser pour atteindre chaque voxel au sein de la segmen-
tation. Cette carte va ainsi générer des lignes concentriques au sein
de I’échantillon. De cette maniére, il est possible de modéliser 'épais-
seur de tissus qu'un anticorps a di traverser avant d’atteindre un
point précis.

En utilisant cette carte, on peut alors mesurer la valeur médiane
de fluorescence pour chaque épaisseur de tissu. De maniére ana-
logue au SBDDCC, on normalise la valeur des médians des valeurs
de gris au médian le plus élevé. Si la profondeur d'une couche est
supérieure a la profondeur de la couche ayant le plus grand médian,
on multiplie tous les pixels de cette profondeur par le quotient de
la valeur médiane maximale et de la valeur médiane de la profon-
deur de la couche. De cette maniere, un défaut de marquage immuno-
histochimique induisant une perte croissante de l'intensité de la flu-
orescence avec 1’épaisseur de tissus a pénétrer pour 'anticorps peut
étre compensé.

Afin de visualiser les résultats de cet algorithme, un fantome théo-
rique a été créé. Pour cela, une ellipse comportant des valeurs de gris
aléatoirement attribuées entre 1 et 4095 a été générée. Cette image est
appelé F (voir Figure 34a). On conserve les contours de 1'ellipse, que
l'on considérera par la suite comme la segmentation de 1’échantillon
(voir Figure 34b). On calcule la carte des distances au sein de l'el-
lipse originelle. Cette carte est appelée P (voir Figure 34c). On va en-
suite calculer pour chaque couche un coefficient de décroissance. En
prenant pour demi-vie le quart de la profondeur maximale dans 1'é-
chantillon (62), on calcule alors la valeur d’une exponentielle décrois-
sante pour chaque profondeur (63). Ces coefficients sont alors utilisés
pour reproduire 'effet d'une déperdition exponentielle au sein de
chaque couche en multipliant les valeurs de gris d’une couche par



8.2 LIMITES DE CETTE APPROCHE

le coefficient calculé pour cette profondeur (64). De plus, un seuil-
lage est appliqué (65) pour supprimer les valeurs trop basses dans
les zones ayant été dégradées. Le résultat de 1'application de cette
décroissance exponentielle est visible en Figure 34d.

tio= LGZ(P) (62)
Ve € [1; max(P)], n(e) =e /1172 (63)
vx € [,D(x) =n(P(x)) * F(x) (64)

: (P)
D(x), siP(x)< ma;

Vx €D, T(x) = D(x), siPx> "% et D(x)>10 (65)

0, autrement

L'image ainsi produite est ensuite corrigée en utilisant le SBLC (voir
Figure 34e). En comparant visuellement le résultat au modele d’orig-
ine, il est difficile d’observer une différence a 'oeil nu. Afin de con-
firmer cette impression, on a calculé pour chaque voxel le ratio entre
le modeéle et le résultat de la correction sur I'image dégradée (66). La
visualisation de ce ratio est visible en Figure 34f.

VXEF,R(X):‘ _Tx)

F(x) (66)

83 CETTE APPROCHE, BIEN QUE RAPIDE, N'EST PAS APPLICA-
BLE A TOUS LES MARQUEURS

Dans le cadre des marquages immuno-histochimiques, cette appro-
che peut donc permettre de compenser des défauts de pénétration
d’anticorps. Certains anticorps, comme anti-HuC/D, présente des
gradients de marquages importants. La région marquée ayant une
taille importante, il est difficile d’obtenir un marquage homogene sur
I'ensemble des tissus. Le SBLC pourrait ainsi permettre de compenser
ce défaut de marquage en corrigeant informatiquement les valeurs de
gris.

En raison des pré-requis nécessaires a I'emploi de cette méthode,
plusieurs limites d’utilisation sont prévisibles.

Tout d’abord, cette méthode nécessite que le marquage a corriger
suive un gradient régulier suivant la profondeur de tissus. L'emploi
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(c) Carte des distances
(b) Segmentation du depuis l'extérieur du
(a) Fantdme fantome fantome

(d) Fantome avec

décroissance
exponentielle du
signal en fonction de (f) Ratios des valeurs de
la distance depuis (e) Résultat du SBLC gris comparant (a) et

I'extérieur appliqué a (d) (e)

Figure 34: Illustration du segmentation-based label compensation (SBLC)
par I'emploi d’un fantome.
Comme le montre la comparaison entre (d) et (e), le SBLC permet
de compenser une atténuation exponentielle.

d'un anticorps marquant une zone limitée dans l'espace pourrait
ainsi étre problématique, car le signal qui serait amplifié ne serait
que du bruit de fond.

Pour un exemple plus concret, imaginons un antigene présent uni-
quement sur la peau du poisson zébre. Les anticorps se fixeraient
alors sur la peau, ce qui impliquerait une fluorescence induite uni-
quement sur les couches superficielles de 1’échantillon. L'image obte-
nue serait alors saturée autour de la peau, et quasi-nulle au sein de
I’échantillon. Méme si 'emploi du SBLC dans ce contexte parait peu
adapté, imaginons le résultat de son application sur cette image. Pour
les voxels de la peau, les valeurs de gris ne seraient que peu modifié.
A T'intérieur de I'échantillon, deux cas de figures apparaissent. Si le
voxel a corriger a une valeur nulle, alors 'emploi d'une multiplica-
tion n’induira aucun changement. En revanche, si la valeur du voxel
est différente de zéro, la normalisation de la valeur de ce voxel lui
attribuera une valeur proche des valeurs de gris des régions d’intérét.
L’échantillon se verrait ainsi artificiellement "rempli" par un signal
n’existant pas (voir Figure 35).

A contrario, cette approche ne s’appliquant qu’a partir de I'épais-
seur ou le médian des valeurs de gris décroit, un signal présent uni-
quement dans la profondeur de 1’échantillon ne serait que peu mo-
difié par cette algorithme. Il est donc impossible de compenser un
défaut de marquages d’antigenes se trouvant dans les parties les plus
profondes de I’échantillon. Imaginons le marquage d’un antigene se
trouvant dans ’hypothalamus d"un poisson zebre a 5 dpf. Cette ré-
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(a) Fantome d’un marquage de sur-
face

(b) Résultat inapproprié du SBLC

Figure 35: Modélisation de l'utilisation du SBLC sur un marquage de sur-
face.
Dans ce cas, le SBLC entraine une augmentation du bruit, pou-
vant aller jusqu’a saturation. Il est donc contre-indiqué d’utiliser
cet algorithme pour ce type de marquage.
Les voxels ayant une valeur de gris nulle ou supérieure a 4095
sont représentés respectivement en vert et en magenta.

gion étant une des régions les plus profondes au sein d"un poisson
zeébre a ce stade, un défaut de marquage ne pourrait pas étre com-
pensé, car il serait alors impossible de différencier le signal positif du
bruit de fond se trouvant au niveau de la peau. Ce défaut présente
en soit une qualité car il permet de s’assurer qu’aucun signal ne sera
créé ex-nihilo (voir Figure 36).

(b) Résultat du SBLC:

(a) Fantdome d’un marquage profond aucun changement

Figure 36: Modélisation de 'emploi du SBLC sur un marquage profond.
Sur ce type de marquage, le SBLC n’induit aucune modifica-
tion. Son utilisation ne présente donc pas d’intérét sur des mar-
quages profonds de bonne qualité, comme ceux obtenus par
révélation anticorps de lignées rapportrices de genes puissam-
ment exprimés.

Les voxels ayant une valeur de gris nulle sont représentés en vert.

Par ailleurs, cet algorithme étant basé sur la multiplication de chaque
couche par un coefficient, un signal ayant completement disparu ne
pourra pas étre récupéré (voir Figure 37). Les méthodes de clarifica-
tion des larves de poisson zébre restent donc indispensables. En leur
absence, le centre de la larve possede en effet des signaux trop faibles
pour que cet algorithme puisse compenser la perte trop forte de sig-
nal.
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(a) fantome (b) Application du SBLC:
d’un marquage indétectable dans  aucun signal n’a été créé
au coeur de 'échantillon

les zones profondes

Figure 37: Modélisation de 1’emploi du SBLC sur un marquage indétectable
au coeur de "échantillon.
Cette approche n’est pas en mesure de corriger des signaux non
détectés. Elle ne crée donc pas de signal ex-nihilo.
Les voxels ayant une valeur de gris nulle sont représentés en vert.

Enfin, cette approche se basant sur un quotient entre valeur mé-
diane maximale et valeur médiane pour la profondeur considérée,
cette méthode permet de ne pas modifier un échantillon ayant été
correctement marqué. En effet, si les valeurs médianes ne sont que
peu modifiées au fur et a mesure que 1'on pénetre dans 1’échantillon,
le SBLC ne modifiera que tres peu les valeurs de gris des couches.



RESULTAT NON PUBLIE 2 :L’UTILISATION D’UN
MARQUEUR PAN-NEURONAL PERMET DE
DETECTER LA MATIERE GRISE AU SEIN DU
CERVEAU DU POISSON ZEBRE

9.1 LE MARQUAGE ANTI-HUC POUR DETECTER LES DEFAUTS DE
NEUROGENESE OU COMPLETER L’ESTIMATION VOLUMETRIQUE
DU CERVEAU

HuC est une protéine spécifique des neurones. Elle se lie a I’ARN, et
a un role de régulation de la neurogénese. Cette protéine, aussi con-
nue sous le nom d’Elav-13, est présente dans I'ensemble des neurones.
Cette protéine est fortement conservée au cours de l’évolution. Le
poisson zébre posseéde ainsi une protéine homologue a 89% a la pro-
téine HuC humaine. Chez le poisson zébre, cette protéine est présente
dans I’ensemble du systeme nerveux. L'utilisation d"un anticorps anti-
HuC permet ainsi un marquage pan-neuronal du poisson zebre. Trois
marquages prédominants sont tout de méme visibles. Un premier
marquage se trouve au niveau de la matiere grise du cerveau. Un
second marquage se trouve dans les couches de la rétine. Le dernier
marquage se trouve autour du systéme digestif. Un marquage anti-
HuC permet donc la détection de la matiére grise cérébrale, a con-
dition d’étre en mesure de séparer les neurones cérébraux des autres
régions. En couplant ce marquage avec un marqueur lipophile comme
le Dil, on peut détecter I’ensemble du volume cérébral, car le volume
de la matiere blanche est estimé par le Dil et celui de la matiere grise
par l'anticorps anti-HuC. Dans la suite, j'expose un algorithme per-
mettant de segmenter automatiquement les régions HuC positives
du cerveau, je propose une méthode d’estimation de la qualité des
segmentations, pour terminer par une discussion sur les perspectives
offertes par cette approche.

9.2 LA SEGMENTATION DE LA MATIERE GRISE EST REALISEE PAR
LIGNE DE PARTAGE DES EAUX

De maniere analogue a la segmentation de la matiere blanche (voir
Chapitres 6), la segmentation de la matiére grise par la segmenta-
tion d’un marquage anti-HuC est réalisée par 1'utilisation de lignes
de partage des eaux (voir Section 2.1.2). Pour cette stratégie, il est
nécessaire d’établir une carte topologique et une liste de marqueurs.
Afin d’obtenir la carte topologique, on commence par réaliser une
ouverture de I'image. Cette étape agit comme un filtre passe-bas, qui
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lisse I'image. De cette maniere, on réduit I'impact du bruit sur la seg-
mentation que l'on souhaite obtenir. Pour obtenir la carte topologi-
que désirée, on calcule un demi-gradient morphologique sur 'image
ouverte. Le demi-gradient consiste en la soustraction de l'image a
la dilatation de l'image par un élément structurant sphérique de la
taille d’'un voxel. Deuxiemement, on définit des marqueurs afin de
différencier 1’objet que 'on cherche a segmenter du reste de 1'image.
Pour obtenir la liste de marqueurs, on commence par calculer un
seuillage d’Otsu sur I'image d’origine. Comme vu en Section 2.1.1, ce
seuillage va séparer les voxels en deux groupes ayant une variance in-
terne minimale. De cette maniere, on peut supposer que ce seuillage
fournit une segmentation approximative de la zone d’intérét. Cepen-
dant, ce seuillage va conserver toutes les régions présentant un mar-
quage important. Afin d’éliminer des régions non désirées, comme le
tube digestif, on ne conserve que 1'objet le plus gros résultant de la
segmentation.

Cet objet va ensuite servir a attribuer une valeur a chaque max-
ima local de I'image. Les maxima locaux se trouvant dans 1’objet sont
considérés comme a l'intérieur, quand les autres maxima sont consid-
érés a I'extérieur de la zone d’intérét. De cette maniére, on obtient la
liste des marqueurs permettant de calculer les lignes de partage des
eaux. Cette liste consiste en une image ott chaque voxel a une valeur
comprise entre o et 2. Au sein de cette image, o, 1 et 2 indiquent re-
spectivement un voxel neutre, un voxel externe et un voxel interne a
la région d’intérét.

En utilisant la carte topologique et la liste de marqueurs, on peut
maintenant calculer une segmentation par ligne de partage des eaux.
Ainsi, on obtient une segmentation de la matiére grise cérébrale.

9.3 CET ALGORITHME EST PRECIS, MAIS TRES SENSIBLE AUX DE-
FAUTS DE MARQUAGE

Afin de mesurer les erreurs induites par notre procédure de segmen-
tation, nous avons demandé a un spécialiste d’effectuer la segmenta-
tion manuelle de la matiére grise de six poissons zébres a 5 dpf. En
comparant les segmentations manuelles aux segmentations automa-
tiques, nous avons pu mesurer le coefficient de Serensen-Dice (SDC)
pour ces segmentations. Nous avons ainsi obtenu un SDC ayant une
valeur moyenne de 0.860 £ 0.014. Une telle valeur est compatible avec
la mise en place d'une procédure d’analyse haut-débit.

Cependant, notre algorithme posséde plusieurs faiblesses prévisi-
bles. Tout d’abord, I'emploi d"un seuillage initial par Otsu peut poser
probléme. Ce seuillage crée deux classes de voxels par minimisation
de la variance au sein des deux groupes de voxels. Cela est bien
adapté dans le cas de signaux bien différenciés créant deux régions
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avec des valeurs de gris bien séparées (voir Figure 38a, Figure 38¢c et
Figure 38e).

(a) Fantome original (b) Fantome gradienté

(c) seuillage du fantdome original (d) seuillage du fantdme gradienté

(f) Histogramme du fantdome gradi-
(e) Histogramme du fantdme original =~ enté
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Figure 38: Représentation d’une limite des seuillages d’Otsu

La présence d'un gradient induit une diminution de la valeur
seuil(e;f). La nouvelle valeur de seuil peut devenir suffisamment
basse pour détecter du bruit de fond ((d): tétes de fleche). A I'in-
verse, le signal d’intérét peut ne plus étre détecté si sa valeur
devient inférieure a la valeur seuil ((d): fléche).

Les voxels ayant une valeur de gris nulle sont représentés en vert.
Les voxels segmentés par seuillage d’Otsu sont représentés en
magenta. Les barres noires verticales au sein des histogrammes
représentent la valeur du critere d’Otsu.

Cependant, si une hétérogénéité apparait au sein d'une des régions,
le résultat peut étre fortement modifié. Prenons pour exemple le cas
d’une image présentant une intensité lumineuse allant de la surface
vers le centre de I’échantillon(voir Figure 38b). Dans cette situation,
deux types de défauts de segmentations peuvent apparaitre (voir Fi-
gure 38d). Le premier est une sous-segmentation de la région d’in-
téret (Fleche dans la Figure 38d). Le second est I'apparition d'une
sur-segmentation a l'extérieur de 1’échantillon (Téte de fleche dans la
Figure 38d). L'apparition de ces deux défauts de segmentation induit
une mauvaise affectation des maximas locaux, ce qui va induire un
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défaut prévisible de segmentation. Il s’agit d'une des raisons ayant
amenée au développement du SBLC (voir Chapitres 8).

Un autre défaut est la restriction au plus grand objet de 'image.
Imaginons un défaut dans la matiere grise qui produirait une sépa-
ration entre la partie gauche et la partie droite du cerveau. La ré-
duction au plus grand objet supprimerait alors 'un des deux hémis-
phéres cérébraux. Dans le cas ot le volume de la matiere grise serait
fortement réduit comme chez les mutants homozygotes Fbl (voir Sec-
tion 5.1), il est possible que le volume de la matiere grise devienne
plus petit que le volume du signal autour du tube digestif, par ex-
emple. De plus, la segmentation de petits éléments isolés au sein du
cerveau est ainsi impossible, comme les corps cellulaires se trouvant
au sein du toit optique. Afin de supprimer cette étape il serait possi-
ble de mettre en place une procédure utilisant la segmentation de la
matiére blanche. En conservant seulement les objets proches de la seg-
mentation de la matiere blanche, il serait alors possible de compenser
ce défaut.
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DISCUSSION - PERSPECTIVES






ZBI POURRAIT ETRE ADAPTE A D’AUTRES
MARQUEURS ET D’AUTRES ORGANISMES
MODELES. OPTIMISATIONS FUTURES.

10.1 DISCUSSION SUR LES PERSPECTIVES OFFERTES PAR LE PIPELINE
ZBI DEVELOPPE AU COURS DE MA THESE

Les résultats obtenus avec le marqueur lyphophilique pour 1’analyse
des mutants fibrillarine et wdri2 démontrent clairement tout l'inté-
rét de ce marqueur pour pointer vers des problemes morphologiques
dans le cerveau d’eleuthéroembryon(EE) de poisson zebre. Toutefois,
ce marqueur qui a la propriété de révéler essentiellement les fibres
des neurones ne permet pas de comprendre la nature et l'origine
des défauts observés extréemement variables qui peuvent perturber la
mise en place du systeme nerveux. Probléme de différenciation neu-
ronale? Neurogenese retardée? Problemes développementaux plus
globaux et précoces?

Dans la Section 10.2, je propose une liste d'un certain nombre de
marqueurs a développer et valoriser grace au pipeline ZBI.

Plusieurs autres directions de travail pour optimiser ZBI et le ren-
dre flexible, hormis l’application a d’autres modeéles animaux (Sec-
tion 10.3) , sont aussi envisageables a court terme. En introduction je
donne ci dessous 1’'exemple, de quelques projets en cours en particu-
lier avec la contribution de Matthieu Simion, Fabrice Licata et Payel
Chatterjee.

Un résultat intéressant des expériences 5-Fu est l'influence de la
date de début de traitement. Seul le traitement précoce qui permet
I'entrée massive du produit conduit a un effet d’hypomorphie claire
et reproductible. Il pourrait étre en lien avec les effets du produit sur
les clivages précoces, la gastrulation et la neurulation.

Un important parametre dans ce type de test toxicologique est donc
la capacité du produit a traverser le chorion. En ce qui concerne par
exemple les perturbateurs endocriniens [21], ils traversent le chorion
sans probleme d’ot1 la possibilité d’effectuer des traitements quotidi-
ens avec un temps d’initiation des traitements plus simple a déter-
miner.

En premier lieu, le pipeline ZBI et son logiciel semblent dans ce
cadre bien adaptés pour améliorer le test OCDE EASZY [22] (Baner-
jee, Lempereur, travail en cours) , car le marquage Dil permettra pour
une part de réaligner les larves in silico (gain de temps) et permet-
tra une extraction de photos parfaitement orientées des patrons aro-
matase (cyp 19b). Cela pourrait étre une nouvelle application publi-
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able a court terme de ZBI dans le cadre du projet ANR FEATS obtenu
par TPS et coordonné par Francois Brion de I'INERIS. Par ailleurs, j’es-
pére que la publication du pipeline ZBI engendrera de nombreuses
autres applications.

Une autre application pourrait étre d’appliquer ZBI a d’autres sta-
des du poisson zebre. En post-éclosion, I'épithélium tres cohésif ne
laisse pas passer les molécules chimiques. L’EE, alevin vésiculé dont
le vitellus n’est pas encore résorbé, ne mange pas non plus et utilise
sans doute encore beaucoup de respiration cutanée et peu de respi-
ration branchiale. Un second type de test toxicologique a des stades
plus tardifs de poisson zebre pourrait étre testé avec la plateforme
ZBL

L’élevage de poisson zebre dans des eaux polluées ou nourris avec
des aliments contenant des composés toxiques pourrait durer de 5
a 21 jours ce qui diversifierait beaucoup les modes d’administration
et les phénotypes possibles a observer (par exemple la différencia-
tion sexuelle). On pourrait alors aussi utiliser ZBI sur des poissons
zebres a 21 jours post-fertilisation(DPF). Payel Banerjee pourrait dans
un avenir proches débuter de telles expériences, sur la base de 1'op-
timisation qu’elle réalise de l'utilisation de ZBI pour l'étude de la
régénération chez le poisson zeébre entre 21 dpf et 28 dpf.

ZBI devrait se révéler tres adapté pour extraire des données concer-
nant le toit optique. En effet, apres redressement des larves, il devrait
étre possible de les faire tourner autour de leur axe principal pour
placer dans une orientation permettant I’'observation optimal du toit
optique, un objet privilégié d’étude au TPS, et de régler 1'épaisseur
des coupes optiques sur lesquelles on souhaite appliquer une projec-
tion maximale, afin de visualiser une projection de 1'ensemble du tec-
tum sur une seule image 2D. Ainsi, en utilisant le marqueur lipophile,
on pourra déterminer 1'emplacement de I'ensemble du toit optique
et d'une potentielle blessure réalisée préalablement. Avec le pipeline
ZBI, j'espére avec Payel Banerjee que le toit optique permettra d’anal-
yser en 2D la migration de cellules gfp+ vers cette blessure, et que le
toit optique du poisson zebre devienne un tissu privilégié pour étu-
dier les mécanismes de la régénération du systeme nerveux central
des vertébrés avec de potentielles applications chez I’homme.

10.2 L'ADAPTATION DE ZEBRAINSPECTOR A D'AUTRES MARQUAGES
POURRAIENT PERMETTRE D’APPROFONDIR L'ETUDE DU POIS-
SON ZEBRE

10.2.1  D’autres marqueurs cérébraux pourraient permettre d’apporter des
informations complémentaires

Dans le cadre de cette these, deux marqueurs du systeme nerveux ont
été employés. Le Dil a été utilisé car il permettait de marquer la ma-
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tiere blanche. Le marquage par anticorps anti-HuC a été ajouté pour
permettre de détecter la matiere grise. Ces deux marqueurs permet-
tent d’avoir une premiere approximation du volume cérébral. Cepen-
dant, "utilisation de certains marqueurs spécifiques pourrait apporter
des informations supplémentaires pour étudier le cerveau du poisson
zebre.

Zonula occludens-1 (ZO-1) est une protéine membranaire impli-
quée dans la formation de jonctions serrées. Cette protéine est pro-
duite par le gene tjpia. Ce gene possede des orthologues chez I'hu-
main, la souris et le poisson zébre. Chez le poisson zébre, cette pro-
téine se retrouve en particulier dans la couche de cellules bordant les
ventricules cérébraux. Le marquage de cette protéine peut ainsi servir
de marqueur de la surface des ventricules. La segmentation de ce mar-
quage pourrait alors permettre de déterminer le volume du ventricule.
Chez I’humain, I'laugmentation du volume des ventricules cérébraux
est associé a I’hydrocéphalie, par exemple une complication possible
de la tuberculose, en particulier chez les patients atteints par le VIH.
Par analogie, 'analyse du volume des ventricules peut donc étre in-
téressante dans le cadre de 1'étude des infections cérébrales chez le
poisson zébre. De plus, I'étude de ZO-1 permet la détection chez le
poisson zébre d'une augmentation du volume des ventricules en cas
de scolioses [201].

PCNA (proliferating cell nuclear antigen) est une protéine impli-
quée dans le réplication du génome, la réparation et la recombinai-
son de I’ADN. On retrouve ainsi cette protéine dans 1’ensemble des
zones de prolifération cellulaires Au sein du cerveau de poisson ze-
bre, les zones de prolifération se trouvent principalement autour des
ventricules. Couplés a un marquage anti-HuC et Dil, le marquage de
PCNA pourrait ainsi permettre d’étudier ’ensemble des cellules for-
mant le cerveau, a 'exclusion de populations cellulaires marginales
commes les méninges ou les cellules souches.

10.2.2  L'adaptation de ZeBralnspector a des marqueurs vasculaires per-
mettrait d'utiliser le poisson zeébre pour comprendre la formation de
cancers chez I’humain

En adaptant les algorithmes de segmentation automatique de ZBI, il
sera possible de créer une plateforme d’"HTA pour d’autres tissus.
Parmi les types cellulaires demandant le plus d’adaptation des al-
gorithmes se trouvent certainement le systeme vasculaire, les syste-
mes lymphatiques, veineux et artériels. En effet, la segmentation au-
tomatique de structures curvilignes pose de nombreux problemes, et
la mise au point d’algorithmes permettant une détection robuste de
ce type de structures est encore en cours [129, 136, 137]. Cependant,
la mise en place d'une procédure d’analyse automatique du systeme
vasculaire est importante car il existe de nombreuses causes de mo-
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difications du systeme vasculaire qui impactent fortement le systéme
nerveux. Prenons deux exemples.

Les tissus cancéreux présentent souvent une vascularisation im-
portante. Il est alors important d’étudier la formation de la vascu-
larisation des tumeurs malignes, ce que 1'on appelle angiogénese
tumorale. La compréhension de l'angiogénese tumorale peut ainsi
permettre de prédire l'apparition de cancers et aussi permettre de
trouver de nouveaux traitements thérapeutiques. Le poisson zébre est
employé depuis de nombreuses années comme modele pour 1'étude
de l'angiogénese tumorale [64, 111, 139]. Il est pertinent d’étudier
I'angiogénése tumorale du poisson zebre car les mécanismes molécu-
laires de 1’angiogéneése sont similaires a ceux que l'on observe chez
I'humain [194].

De nombreuses molécules ont un effet sur le développement du
systeme vasculaire des foetus humains [101]. La consommation de
tabac par inhalation de fumée chez les femmes enceintes entraine des
modifications de ’angiogénese du foetus. On note ainsi que ces foetus
présentent une diminution du diametre des vaisseaux et des défauts
de I'arborescence vasculaire. L'étude de I'exposition de poisson zébre
a 5 dpf a des concentrés de fumée de cigarette montre des effets var-
iés [48, 124]. On peut en particulier noter l'apparition d’hémorragies
cérébrales ou une diminution de la fréquence cardiaque. L'étude du
réseau vasculaire de poisson zeébre pourrait ainsi permettre de mieux
prédire la toxicité de telles molécules qui affectent au premier chef le
systéme vasculaire.

Afin de marquer le systeme vasculaire, nous avons utilisé trois mar-
queurs tres utilisés par la communauté poisson zéebre travaillant sur
le systeme vasculaire.

Les facteurs de croissance de I’endothélium vasculaire (VEGF) et
leurs récepteurs paraissent étre une cible de choix dans 1’'étude du
systéeme vasculaire, ces protéines étant nécessaires a 1’angiogénese et
la vasculogénese [13]. Leur étude permet ainsi d’étudier la néoan-
giogénese induite par I'apparition de tumeur [139]. KDR est un récep-
teur des VEGF présentant un gene orthologue chez le poisson zebre
et chez I'’humain. Son marquage par immuno-histochimie ou I'emploi
de lignées rapportrices permet donc d’étudier le systeme vasculaire
du poisson zebre [176].

Une autre possibilité est 1’étude du facteur de transcription FLI1
(Friend leukemia integration 1). Cette protéine est impliquée dans
I'angiogénése, et se retrouve donc dans le systéme cardiovasculaire.
I s’agit ainsi d"une cible de choix dans 1’étude du systéme vasculaire
du poisson zebre [111].
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10.3 ZBI POURRAIT ETRE UTILISEE POUR D’AUTRES ORGANISMES
MODELES

L’ensemble des algorithmes présentés précédemment ont été déve-
loppés sur le poisson zébre. Bien qu’il s’agisse du modele aquatique
le plus largement utilisé en laboratoire, il n’est pas nécessairement
pertinent pour 1’étude de la toxicologie de composés chimiques pour
I'humain, du fait de sa distance évolutive, et effectuer des tests sur
plusieurs especes semble étre un moyen d’éviter d’obtenir des con-
clusions erronées. L'adaptation des travaux présentés précédemment
a d’autres modéles animaux pourrait donc étre réalisée. Nous allons
maintenant présenter ce que ZBI pourrait apporter a I'étude des trois
especes présentées en Section 1.2.

10.3.1 L’utilsation de ZBI sur le médaka ne demanderait que peu de modi-
fications

Dans le cadre de ma thése, j'ai essayé d’utiliser les algorithmes déve-
loppés pour le recalage et la segmentation de poissons zébres de 5 dpf
sur des images de médakas a 10 dpf (voir Section 1.2.1). Un exemple
d’application de 'algorithme de recalage est ainsi visible en Figure 39.
Ces données restent préliminaires, car je n’ai pas pu reproduire ces
expériences sur suffisamment d’échantillons provenant d’expériences
indépendantes. De plus, je n’ai pas réalisé de mesures quantitatives
de la précision de segmentation, par comparaison avec des segmenta-
tions manuelles. L'emploi des ces algorithmes sur cet autre organisme
modele ne demanderait donc simplement qu’une validation des algo-
rithmes de segmentation ainsi qu'une multiplication des essais pour
valider la reproductibilité des résultats obtenus.

(a) Echantillon avant recalage (b) Echantillon apres recalage

Figure 39: Application du recalage a un échantillon d’Oryzias latipes
A la vue de ce résultat, l'utilisation des algortihmes développés
pour le poisson zébre semble possible sans modification.
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10.3.2 L’adaptation de ZBI au xénope nécessiterait la création de nouveaux
tampons en plus d’une modification des algorithmes

Ces dernieres années, les méthodes de clarification de tissus mises au
point chez le poisson zebre et la souris ont été adaptées avec succes au
Xenopus laevis [2, 53]. Il est donc déja possible d’employer notre procé-
dure d’imagerie haut-débit. Il pourrait cependant étre nécessaire de
développer de nouveaux tampons afin de simplifier le montage des
échantillons tout en améliorant ainsi la robustesse de 1’acquisition au-
tomatique. Enfin, la forme du cerveau des tétards de xénopes présen-
tant une forte différence avec le cerveau du poisson zebre a 5 dpf, une
adaptation des algorithmes de segmentation risque d’étre nécessaire
pour permettre d’automatiser I’analyse de ces échantillons.

10.3.3 L’adaptation de ZBI a des coupes de cerveaux de souris permettrait
'étude de maladies neurodégénératives

De nombreuses méthodes de clarification optiques de tissus ont été
mises au point chez la souris [187, 195]. La taille des échantillons
est cependant incompatible avec la mise en place de procédures d’i-
magerie haut-débit. Il serait cependant possible d’adapter les procé-
dures informatiques a ces échantillons. Ainsi, l'utilisation du seg-
mentation-based depth-dependent contrast correction et du segmen-
tation-based label compensation permettrait d’améliorer 1’analyse de
tissus transparisés. Le segmentation-based label compensation pour-
rait permettre de réduire le temps nécessaire au marquage immuno-
histochimique en compensant le gradient de marquage périphérique.
Le segmentation-based depth-dependent contrast correction permet-
trait de réduire I'importance de la déperdition lumineuse pour l'ima-
gerie d’organe entier. L’adaptation des procédures de segmentations
automatiques pourraient permettre d’accélérer I’analyse préliminaire
des échantillons. Par exemple, 1'utilisation des algorithmes de seg-
mentations sur des modeles d’étude de sclérose en plaque pourrait
permettre d’effectuer des cribles de médicament permettant le traite-
ment de cette maladie. A TPS, I'imagerie de tranches de cerveaux de
rats tranparisées a large échelle a été optimisée dans le cadre d'un
projet financé par la Fondation Leducq. Des méthodes de segmenta-
tion des vaisseaux ont été optimisées par Arnim Jennet afin d’étudier
d’éventuels défauts des jonctions glio-vasculaires dans certains rats
possédant des mutations dans la dystrophine. Les mutations de cette
protéine engendrent habituellement des myopathies, comme la my-
opathie de Duchenne ou de Becker. Ce n’est cependant pas le cas
des mutants étudiés, qui présentent a la place des défauts cognitifs
séveres (collaboration Cyrille Vaillend). L'étude du ratio entre matiere
blanche et volume du cerveau pourrait ainsi a des stades relativement
précoces, otl le cerveau a encore une taille de seulement quelques mil-
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limetres, permettre de détecter de potentielles modifications dans le
volume de myéline induites par un traitement médicamenteux.

10.4 PLUSIEURS PISTES POUR ACCELERER ET RENDRE PLUS RE-
PRODUCTIBLES LES ACQUISITIONS

Dans 1’état actuel du projet, de nombreuses étapes du protocole d’i-
magerie haut-débit nécessitent encore de lourds et longs investisse-
ments en main d’oeuvre. L’automatisation de ces étapes pourrait ainsi
permettre d’augmenter le rendement de ce procédé. De plus, il serait
possible de libérer les opérateurs humains actuellement nécessaires,
permettant ainsi leur implication dans des projets de développement
technologiques plutdt qu’aux seules routines de traitement. J'envis-
age donc différentes voies d’amélioration permettant I'optimisation
de I'imagerie haut-débit.

10.4.1 L’utilisation de robot-pipeteurs permettrait des expériences d’im-
muno-histochimie moins chronophages et plus reproductibles

Actuellement, le traitement immuno-histochimique des échantillons
est 1’étape la plus longue du protocole d’imagerie haut-débit. II re-
présente a lui seul deux tiers du temps nécessaire au crible haut-con-
tenu. Malheureusement, il semble difficilement possible de réduire le
temps nécessaire a cette étape, car la plus grande partie des opéra-
tions consiste en des bains nécessairement longs, pour que les mar-
quages avec le marqueur lipophile ou bien les marquages anticorps
puissent pénétrer dans la profondeur des tissus des larves. Les temps
imposés par ces marquages empéchent le lancement de ces traite-
ments certains jours de la semaine, car il serait alors nécessaire d’im-
poser a I'opérateur de travailler le week-end.

De plus, avec des robots, il serait possible de lancer un plus grand
nombre de lots au méme moment. Actuellement, 1’expérience montre
qu’'un opérateur humain ne peut pas traiter plus de cent larves par
semaine. L'imagerie d"un échantillon d"un EE de poisson zebre est ef-
fectué en moyenne en huit minutes. Il est donc possible d’imager cent
échantillons en moins d’une journée. En tenant compte du temps né-
cessaire au montage de ces échantillons, a I'équilibration du milieu
d’imagerie et du temps nécessaire a la mise en place des parametres
d’imagerie, il est donc possible d’imager cent échantillons par jour
sur un seul microscope. De son coté, les segmentations présentées
précédemment demandent dix minutes de calcul sur un ordinateur
ayant une architecture standard. Sans parallélisation des calculs, il est
donc possible de traiter cent échantillons en environ dix-sept heures.
En prenant donc compte des week-ends, il serait en principe pos-
sible d'imager et de segmenter cinq cents échantillons par semaine.
Le traitement immuno-histochimique par un opérateur humain in-
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duit donc une perte de rendement de quatre-vingts pourcents. L'au-
tomatisation de ce traitement pourrait donc permettre d’atteindre les
pleines capacités de traitement de ce processus sans nécessité de per-
sonnel supplémentaire.

Ce probléme peut étre résolu par I'emploi de robots pipeteurs comme
ceux de la marque Eppendorf (présents a TPS) et qui sont en cours
d’adaptation pour ces protocoles. Ces robots, comme 'epmotion d’Ep-
pendorf, permettent d’automatiser les changements de milieu, d’au-
tomatiser les lavages entres les différentes étapes et d’assurer une
plus grande reproductibilité des résultats en limitant les opérations
a effectuer par des opérateurs humains. Ces appareils fonctionnant
parfaitement seuls, il serait donc possible de lancer le traitement d’é-
chantillons a n’importe quel moment de la semaine. De plus, 1'ap-
pareil effectuant seul les lavages nécessaires entre les différents bains,
l'opérateur humain serait ainsi libéré de ces étapes longues et fasti-
dieuses. De plus, la plupart de ces robots sont enfermés dans des
enceintes. Ce parametre permet d’assurer un meilleur contrdle de
criteres comme la température, assurant ainsi les meilleures condi-
tions pour le traitement des échantillons. Enfin, ces appareils sont
pour la plupart capables de traiter plusieurs plaques en paralleles.
Certains modeéles proposant le traitement de 5 plaques 96 puits, il
est donc possible de traiter quatre cent quatre vingts échantillons en
une seule fois. De cette manieére, il est possible d’assurer le méme
traitement a 'ensemble des échantillons. L'utilisation d"un tel robot
pourrait donc permettre de faire coincider le nombre d’échantillons
produits par semaine avec les capacités d’imagerie et de segmenta-
tions.

Cependant, 'emploi de tel robot demande un plus grand temps
de préparation. Actuellement, les échantillons sont traités en lot dans
des tubes de 5 ml, chaque tube pouvait contenir environ dix échan-
tillons. Cependant, 1'utilisation de robot pipeteur nécessite souvent
l'utilisation de plaque 96 puits. Il est donc nécessaire de placer une
larve par puits, ce qui est aussi une tache longue et fastidieuse. Ce-
pendant, la mise en place des échantillons dans des plaques 96 puits
peut étre accélérée par un robot pipeteur d’embryons mis au point
par le KIT & Karslruhe. Son acquisition avait été envisagée par TPS
dans le cadre du projet d’investissement d’avenir TEFOR mais il n "a
pas été réalisé par manque de temps et de demande des utilisateurs
pour des traitements a grande échelle par TPS.

10.4.2 Le montage, un enjeu important pour réduire le temps du crible
haut-contenu

Le montage des échantillons est actuellement réalisé par un opéra-
teur (voir Section 7.1). Pour rappel, il s’agit de placer manuellement
chaque échantillon dans une encoche créée dans une semelle d’a-


https://online-shop.eppendorf.fr/FR-fr/Automates-de-pipetage-44509.html#goto-Automates-de-pipetage-WebPMain-44509
https://online-shop.eppendorf.fr/FR-fr/Automates-de-pipetage-44509.html#goto-Automates-de-pipetage-WebPMain-44509
https://www.ezrc.kit.edu/59.php
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garose solubilisée dans du milieu de culture d’embryons de pois-
sons zebres. Ainsi, une personne expérimentée a besoin d'une demi-
journée de travail pour pouvoir monter cent échantillons. De plus, la
solubilisation de 1’agarose dans un milieu principalement aqueux est
source de probleme. Nous allons donc maintenant voir des solutions
permettant de réduire le temps nécessaire au montage.

La nécessité d’apparier 1'indice de réfraction du milieu a 1'indice
de réfraction de l’échantillon ralentit le processus. L'agarose étant sol-
ubilisé dans du milieu de culture d’embryons de poissons zébres,
la semelle utilisée comme guide posséde une grande quantité d’eau.
Une fois recouverte de solution pour l'appariement de 1'indice de ré-
fraction (MD™), I'eau présente dans la semelle diffuse dans le MD™, ce
qui diminue l'indice de réfraction du milieu d’imagerie. Avant 1'ima-
gerie, il est donc nécessaire de réaliser plusieurs changement de mi-
lieux afin de s’assurer d’avoir I'indice de réfraction désiré. Ces change-
ments de milieux successifs induisent plusieurs problemes. Tout d’a-
bord, ils augmentent le temps nécessaire entre le montage et 1'image-
rie. Ensuite, les mouvements d’eau entre la semelle et le milieu d’ima-
gerie entrainent un stress mécanique pour les échantillons. Ce stress
mécanique peut alors entrainer un décollement des échantillons de
la semelle d’agarose, ou bien un décollement de la semelle du fond
de la boite utilisée pour le montage. Enfin, le MD* étant une solution
trés visqueuse, I'homogénéité du milieu est difficile a assurer. Il est
ainsi possible que le milieu d’imagerie ne soit pas homogene, ce qui
induit un indice de réfraction irrégulier dans la plaque.

Afin de résoudre ce probléme, la solubilisation de 1’agarose dans
du MD* a été réalisée par Matthieu Simion. De cette maniere, la
semelle d’agarose possede déja I'indice de réfraction voulu. Ceci en-
traine donc une réduction du nombre de changement de bains. Cette
solution n’avait pas été envisagée précédemment car la viscosité des
premieres versions de milieu d’appariement de 1'indice de réfraction
empéchait la solubilisation de 1’agarose. Cependant, le développe-
ment récent du MD™, solution moins visqueuse, a permis de résoudre
ce probleme.

L’automatisation du montage est difficilement réalisable en utili-
sant le dispositif actuel. En effet, la forme des puits imprimés dans
les semelles d’agarose empéche de monter les larves avec un volume
de liquide important, d’ou1 la stratégie de montage avec un pinceau. Si
une trop grande quantité de liquide était déposée en méme temps que
I’échantillon, I’échantillon risquerait de sortir de son puits ou d’étre
mal stabilisé par le phytagel. Pour des échantillons de poisson zébre
a 5 dpf, les puits ont un volume inférieur & 2mm?>. Le pipetage d’é-
chantillon de poisson zébre nécessite au minimum une dizaine de mi-
crolitres, ce qui empécherait 1 ‘'emploi de robot de pipetage de larves
qui distribue les larves dans un volume minimum d’environ 100 mi-
crolitres. Afin de permettre le pipetage des échantillons par un robot,
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il pourrait simplement étre nécessaire de créer de nouveaux tampons
permettant de former dans 1'agarose des pyramides au dessus des
puits initiaux ne contenant pas d’agarose, afin de ne pas géner l'i-
magerie par nos tres gros objectifs. Aussi, en augmentant la distance
existante entre deux échantillons et 1'épaisseur d’agarose, il serait pos-
sible de pipeter une plus grande quantité de liquide tout en assurant
que les échantillons ne ressortent pas des puits. Mais aussi en séchant
légerement au préalable les moules d’agarose, il est probable que 1'a-
garose ait la capacité d’absorber le liquide déposé. Une autre possi-
bilité, impliquant probablement des imprimantes plus performantes
serait d'imprimer une grille sous les puits dans un tampon qui serait
placé sous le moule d’agarose. Ainsi on pourrait favoriser 1'écoule-
ment du liquide.

De plus, un autre probleme du montage automatisé est 1’orienta-
tion aléatoire des échantillons, certaines orientations étant imcom-
patibles avec la mise en place d'une procédure de crible haut-con-
tenu. Ainsi, l'orientation parfaitement latérale induit par exemple des
abérations lors de I'imagerie du cerveau moyen, car méme si la dépig-
mentation a été préalablement réalisée, I'épithélium de la rétine n’est
pas transparent aux rayons des lasers des microscopes confocaux et
induit une perte d’information dans les tissus situés sous elle.

Une solution a court terme pour résoudre ce probléme d’orienta-
tions pourrait étre d’enlever les yeux avant imagerie, une opération
relativement rapide. On pourrait aussi optimiser un protocole per-
mettant d’imager au travers des yeux, ou finalement de trouver une
forme de puits adaptée permettant de contraindre la larve a étre dans
une orientation pseudo-dorsale dans son puits. De tels puits ont été
développés par 'équipe der Wittbrodt [215] pour des stades plus pré-
coces (de 24 a 48 hpf).

Une autre possibilité de montage a émergé ces dernieres années.
I s’agit de l'utilisation de dispositifs utilisant la microfluidique [96].
Ces dispositifs consistent en I'impression d"un piege dans un matéri-
aux polymere, comme du polystyréne ou du polydiméthylsiloxane.
Dans l'utilisation la plus courante, le dispositif est recouvert d'une
lamelle afin de permettre d’imager les échantillons. Cette procédure
est incompatible avec l'imagerie par objectif a lentille plongeante.
Mais une fois chaque échantillon en place, il pourrait étre possible
de les fixer dans leur position en venant placer une goutte de phy-
tagel au dessus de chaque échantillon.

La mise en place de tels dispositifs pouvant permettre de mon-
ter rapidement un grand nombre d’échantillons, la simplification du
paramétrage de 'imagerie deviendra une étape cruciale pour permet-
tre d’assurer le meilleur rendement de la procédure d’imagerie haut-
débit développée.
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10.4.3 Le préscan des plaques permettrait I'optimisation des acquisitions

Actuellement, le paramétrage est déja largement automatisé, que ce
soit par I'emploi du logiciel Matrix Screener pour les microscopes
Leica ou bien Jobs pour les microscopes Nikon. Ces logiciels permet-
tent ainsi de fournir une série d’informations physiques concernant
la plaque a acquérir afin d’automatiser ’acquisition de chaque échan-
tillon. Mais de nombreuses limites existent encore. Je vais donc main-
tenant décrire deux de ces limites, tout en proposant a chaque fois
une solution.

Une premiere limitation est la détection des échantillons. Il est
actuellement obligatoire de demander a un opérateur humain de
fournir la position du premier échantillon, puis de lui faire calibrer la
position du premier champ d’acquisition en fonction de I’ensemble
des échantillons. En effet, la position des échantillons dans chaque
puits n’est pas identique, en fonction de la taille de 1’échantillon. La
mise en place d'une procédure de pré-scan en utilisant une loupe flu-
orescente ou une procédure précédant 1’acquisition sur le microscope
confocal utilisé pourrait ainsi permettre d’automatiser la détection de
la position de chaque échantillon au sein de la plaque fournie. Une
fois ces positions connues, il serait alors possible de déterminer auto-
matiquement la position optimale des champs d’acquisition.

Une seconde limitation est la détection du nombre de plan d’acqui-
sitions nécessaires en Z. De maniere similaire a la position du pre-
mier champ optique, il est actuellement nécessaire de déterminer les
positions du premier et du dernier plan d’acquisition permettant 1’ac-
quisition entiere de 'ensemble des échantillons. Deux éléments ren-
dent cette vérification nécessaire. Le premier provient du montage.
La profondeur des encoches faites dans I’agarose n’est pas constante.
Ainsi, un échantillon se trouvant plus proche du bord le plus large
du puits sera plus bas qu'un échantillon plus proche du bord le plus
fin. L'opérateur utilisant la plage de largeurs proposée pour position-
ner au mieux les échantillons, les échantillons vont donc présenter
plusieurs profondeurs en fonction de la taille de 1’échantillon. Un se-
cond probleme potentiel peut venir d’'un mauvais parallélisme entre
la platine d’acquisition et I'objectif. Etant donné la faible taille des
échantillons imagés et la grande taille des moules, un mauvais posi-
tionnement peut entrainer une divergence importante en Z.

Cette vérification peut étre réalisée lorsque peu d’échantillons sont
imagés mais est bien plus fastidieuse lorsqu’il s’agit de vérifier la po-
sition en Z de 96 échantillons. Pour résoudre ce probleme, il serait
possible de mettre en place un préscan a faible résolution des deux
positions limites de chaque échantillon. Durant ce pré-scan, les posi-
tions des plans seraient repoussés d’un plan vers l'extérieur si le plan
limite étudié contient de 'information.
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En conclusion, 'essentiel de I’optimisation de I'imagerie consistera
en la reconnaissance par des pré-scans par les microscopes confocaux
des échantillons, afin d’éviter les pertes de temps liées a 1’acquisition
de zones sans échantillons (actuellement programmées pour éviter
de rogner I'image d’une larve par une acquisition trop justement pro-
grammée) cette optimisation devrait étre facilement réalisable en rai-
son des marqueurs utilisés. Aussi, avec 'augmentation de la taille
des échantillons (par exemple des alevins entiers d’un mois), il sera
nécessaire d’augmenter la vitesse d’acquisition, ce qui pourra se faire
par de futures générations de microscopes. En effet, a 1'heure actuelle,
pour de tels échantillons, nous sommes contraints de diminuer la ré-
solution des images jusqu’a quatre microns si plus de douze échantil-
lons sont acquis en une nuit, ce qui pourrait limiter la bonne détection
de fibres, vaisseaux petites cellules ou noyaux.



FUTURES AMELIORATIONS DES ALGORITHMES
DE ZBI ET ELARGISSEMENT DU CHAMP DES
APPLICATIONS

11.1 VERS UN RECALAGE PLUS ROBUSTE ET DES SEGMENTATIONS
PLUS PRECISES ET VERSATILES

Dans leurs états actuels, les algorithmes de segmentation, relative-
ment lents, permettent d’obtenir des résultats robustes. En revanche,
les algorithmes de recalage présentent des failles prévisibles possibles
a corriger dans le futur. Je présente ci-dessous des pistes pour amé-
liorer les segmentations et le recalage, ainsi que des solutions pour
réduire les temps de calculs nécessaires.

11.1.1  L'étude de la symétrie du cerveau permettrait d’améliorer la qualité
du recalage

La méthode de recalage actuellement développée est basée sur la seg-
mentation automatique des cristallins ainsi que sur une segmentation
grossiere de la matiere blanche. Cet algorithme posséde un certain
nombre de défauts, principalement liés a l'utilisation des cristallins,
qui malheureusement ne sont pas détectables dans toutes les souches
de poisson zebre, en particulier celles qui possedent des mutations
de pigmentation .

Avec plusieurs mutations de pigmentation, la souche de poisson ze-
bre casper présente une forte dépigmentation sur tout le corps [213],
qui la rend tres utile en imagerie du poisson zébre [28, 73, 209], en
permettant d’étudier les patrons de protéines fluorescentes natives.
Lors de la clarification des échantillons, elle permet ainsi d’éviter 1'é-
tape de dépigmentation, qui dénature les protéines fluorescentes, et
rend nécessaires les longs protocoles utilisant des anticorps. Néan-
moins, chez les casper, la rétine reste pigmentée, ce qui rend impos-
sible la pénétration de la lumiere dans l'oeil et donc 1’observation du
cristallin, indispensable au recalage

Il est possible d’adapter 1’algorithme de segmentation du cristallin
a la segmentation de l'oeil pour définir un axe de référence permet-
tant le recalage. En effet, I'oeil est recouvert par une structure mar-
quée par les marqueurs lipophiles, au moins dans la partie supérieure.
Ainsi, dans une image 3D obtenue avec un microscope confocal, Ioeil
prend la forme d’une demie sphere possedant des valeurs de gris
nulles. En diminuant le coefficient de sphéricité utilisé pour recon-
naitre les cristallins, 1’algorithme va identifier 1'oeil comme le plus
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grand objet quasi-sphérique et obscur au sein de I'EE. Ainsi, 1'axe
inter-oculaire est identifié comme axe de référence. Néanmoins, comme
l'oeil est plus grand que le cristallin, il est possible que les échantil-
lons soient moins précisément recalés.

Une seconde possibilité consiste a identifier un plan de symétrie
permettant de définir un premier axe de référence. Comme le cer-
veau est symétrique par rapport au plan sagittal, il devrait étre aussi
possible d’utiliser le vecteur normal au plan de symétrie de le seg-
mentation de la matiére blanche comme axe de référence. Ainsi, le
recalage ne se baserait que sur la segmentation de la matiére blanche.
De nombreuses publications décrivent des algorithmes de détection
automatique du plan de symétrie du cerveau, en particulier dans des
images acquises par imagerie par résonance magnétique ou par scan-
ner [140, 166, 189]. En adaptant ces méthodes publiées au poisson
zébre, on obtiendrait sans doute un algorithme ayant une robustesse
supérieure.

Cependant, la segmentation de la matiere blanche est actuellement
effectuée rapidement, et les axes obtenus par la détection de 1’el-
lipsoide entourant une segmentation approximative de la matiere
blanche pourrait induire une certaine imprécision. Une procédure
de segmentation plus précise serait donc peut-étre nécessaire, mais
son trop long temps de calcul est actuellement incompatible avec un
traitement des échantillons suffisamment rapide pour traiter de nom-
breux échantillons dans le cadre du crible haut-contenu. Il est donc
nécessaire de développer de nouvelles stratégies de segmentations
plus rapides.

11.1.2  Vers des segmentations plus rapides et plus précises avec I'appren-
tissage profond

Dans le cadre de ce projet, quatre méthodes de segmentations ont été
développées et validées: la segmentation de 1’ensemble de 1’échantil-
lon, de la matiere blanche, de la matiere grise, et des cristallins. Ce-
pendant, ces segmentations sont actuellement lentes, avec une durée
de deux a six minutes.

Je présente une stratégie qui pourrait permettre d’accélérer les cal-
culs tout en obtenant des résultats précis. Durant la derniere décen-
nie, les algorithmes d’apprentissage profond ont permis le dévelop-
pement d’outils pour la segmentation automatique de tout type d’or-
ganes acquis par divers systemes d’imagerie [63, 79, 149, 220]. Ces
méthodologies ont été développées car elles sont robustes et rapides
une fois entrainées. Elles peuvent de plus étre couplées a des annota-
tions manuelles et l'utilisation de plusieurs annotations sur le méme
jeu d’entrainement permet de générer une segmentation par région
d’intérét [52, 196, 223]. La multiplication des calculs nécessaires pour
obtenir les résultats de segmentation rendent nécessaire 1'utilisation
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de cofiteuses cartes graphiques dédiées. De plus, cette méthode né-
cessite une étape d’entrainement du réseau de neurones qui peut étre
lourde [60, 92, 218]. Cette étape nécessite en effet de recalculer un
grand nombre de fois les différents poids du réseau de neurones. De
plus, cette étape d’entrainement nécessite des jeux d'images annotées
manuellement pour indiquer les régions a segmenter. Le nombre d’i-
mages nécessaires pour cette étape est proportionnel a la profondeur
du réseau de neurones, et parfois, en raison de la rareté de I’échan-
tillon a étudier, ou bien de la complexité de la structure d’intérét, il
peut étre impossible d’obtenir suffisamment d’images de référence.
Des solutions doivent alors étre trouvées, soit pour simplifier I’an-
notation, soit pour réduire le nombre d’images pour 1’entrainement.
Pour simplifier 'annotation, des procédures de segmentations prélim-
inaires rapides ont été développées [165]. Elles rendent possible le
calcul rapide de segmentations précises des régions d’intérét iden-
tifiées qui pourront alors étre utilisées comme images de référence
pour de futures segmentations. Une autre possibilité est d’effectuer
de 'apprentissage par transfert en utilisant des réseaux de neurones
pré-entrainés a réaliser des segmentations automatiques différentes
des segmentations désirées.

L’emploi d’'une méthode d’apprentissage par réseau de neurones
profonds couplé a un apprentissage par transfert pourrait ainsi per-
mettre d’améliorer la précision de la segmentation tout en réduisant
le temps de calcul nécessaire a sa réalisation.

11.1.3 La segmentation d’autres régions d’intéret permettrait d’augmenter
la versatilité de la plateforme ZBI

Les segmentations que j’ai développées au cours de ma these visent
a automatiser la mesure du cerveau. Cependant, comme le montre
I'exemple de la segmentation du cristallin, il est possible de détecter
d’autres organes grace aux marquages employés. De plus, comme vu
en Section 10.2, le développement de nouveaux marqueurs nécessit-
era la mise en place de nouveaux algorithmes adaptés aux objets a
détecter. Je vais maintenant donner des exemples de segmentations
pouvant étre réalisées, ainsi que les algorithmes a développer pour
automatiser ces segmentations.

Le marqueur lipophile permet de mettre en évidence les lipides,
et donc 1'ensemble des membranes cellulaires. De plus, 1’absence de
marquage au sein d"une région peut aussi permettre de les segmenter.
En utilisant cette propriété, deux autres types de tissus paraissent
identifiables en utilisant ’absence de marquage. La notochorde est
une structure tubulaire située sous le tube neural (voir Figure 40).
Elle joue le role de squelette pour les embryons.

Avec un marqueur lipophile, elle est reconnaissable car il s’agit
d’une région de tres faible intensité lumineuse. Ainsi, une fois 1'EE
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Figure 40: Coupe parasagittale d'une acquisition confocale d’'un marquage
lipophile d'un alevin de poisson zebre.
La notochorde est une structure tubulaire servant de squelette
aux alevins. La notochorde étant une structure faiblement mar-

quée par le marqueur lipophile, la segmentation de cette région
pourrait étre réalisée par la recherche de la plus longue région
tubulaire ayant de faibles valeurs de gris.

La ligne magenta représente la délimitation de la segmentation
manuelle de la notochorde.

segmenté, la détection de la notochorde pourrait étre réalisée en cher-
chant une région cylindrique de tres faible intensité. Au vue de la sim-
plicité de la forme a détecter, cette détection pourrait étre effectuée en
suivant les étapes suivantes: d’abord, la segmentation de la larve en-
tiére, puis un seuillage manuel en prenant une valeur tres basse de
gris, ensuite une fermeture par segment qui conserve uniquement les
éléments linéaires, et finalement la sélection du plus grand objet, en
I'occurence la notochorde.

D’autres structures d’intérét ne présentant pas de marquage sont
les deux vésicules otiques, sous-partie de 1’oreille interne des vertébrés
(voir Figure 41). Elles se trouvent entre la peau et le médula oblon-
gata, et sont symétriques par rapport au plan sagittal du cerveau.

Avec un marqueur lipophile, les otolithes constituent deux régions
ovoides a faibles valeurs de gris, qui peuvent étre segmentées selon
le protocole suivant. Une fois les segmentations de la larve entiére et
de la matiere blanche obtenues, on recherche I'axe de symétrie de la
matiere blanche au sein de la larve. On effectue ensuite un seuillage
au sein de la larve afin de détecter les régions ayant des valeurs de
gris tres faibles. En utilisant la position de la matiere blanche, on
recherche alors deux éléments placés symétriquement par rapport au
cerveau et se trouvant proche de la limite interne de la segmentation.
Ainsi, cette information permet de faire la distinction avec les deux
yeux (en fond casper).

La détection d’autres tissus peut étre réalisée avec d’autres mar-
quages. Comme dernier exemple, je vais présenter la segmentation du
réseau vasculaire. En Section 10.2.2, j’ai expliqué qu’un marquage pré-
sent dans une lignée Kdrl-RFP marque le systéeme vasculaire du pois-
son zébre. La segmentation automatique de structures curvilignes
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Figure 41: Coupe transversale d’une acquisition confocale d'un marquage
lipophile d"un alevin de poisson zebre.
Les vésicules otiques sont deux structures situées symétrique-
ment par rapport a 'axe parasagittal de 1’alevin, entre la peau et
la médula oblongata. S’agissant de régions faiblement marquées
par le marqueur lipophile, leurs segmentations pourraient étre
réalisées en s’appuyant sur la segmentation de la matiere blanche.
Les lignes magentas représentent les délimitations de segmenta-
tions manuelles des vésicules otiques.

comme les vaisseaux est complexe et constitue un sujet de recherche
a part entiere. Trois stratégies différentes permettant de réaliser de
telles segmentations.

Afin d’obtenir rapidement un résultat de segmentation, il est pos-
sible d’employer un seuillage automatisé [104], approche simple a
mettre en place. Cependant, comme nous avons pu le voir précé-
demment, cette méthode est particulierement sensible au bruit et a
I’homogénéité de I'histogramme des valeurs de gris de I'image. Il est
donc préférable d’utiliser d’autres approches plus robustes. Une fer-
meture morphologique peut par exemple étre effectuée en utilisant
comme élément structurant un ensemble de lignes a orientations var-
iées, qui permettent de détecter des structures linéaires [179]. Ces
approches ne sont pas néanmoins pas tres efficaces pour la détection
de structures sinueuses, ce qui les rend peu adaptées a la détection
du systeme vasculaire. Des méthodes de fermetures par chemins ont
été développées [130, 188]. Ces chemins permettent ainsi de suivre les
sinuosités de structures curvilignes, ce qui permet de réaliser la seg-
mentation de vaisseaux sanguins. Cette stratégie présente une forte
robustesse en cas d’image non homogeéne ou bruitée. L'emploi d'un
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réseau de neurones profonds pour la segmentation automatique de
vaisseaux de poisson zeébre a déja été effectuée dans d’autres cadres
[37, 219]. Comme vu précédemment, il est possible de simplement
utiliser un transfert de réseau de neurones afin de permettre de dimi-
nuer le quantité de données nécessaires a ’entrainement du réseau
de neurones. Ces segmentations pourraient donc servir de base au
développement de méthodes chez le poisson zébre.

11.2 VERS UNE AUGMENTATION DE LA QUANTIT]?I DE MESURES
FOURNIES PAR LES SEGMENTATIONS

Dans l'état actuel des algorithmes, la détection d’anomalies est effec-
tuée sur la seule estimation du volume total de chaque région seg-
mentée. Cette stratégie permet la détection de certains défauts dans
le développement des tissus, mais ne détecte pas certaines anomalies
de formes, qui n’affecteraient pas le volume total de celui-ci, comme
la réduction d"une région particuliére au profit d’une autre.

Afin d’améliorer les capacités d’analyse permises par ZBI, il sera
donc nécessaire de mettre en place de nouvelles mesures.

11.2.1 Les segmentations déja mises en place pourraient fournir plus d’in-
formations concernant la morphologie des échantillons

En utilisant les algorithmes actuellement développés au cours de cette
these, cinq volumes sont segmentés: 1’échantillon entier, sa matiere
blanche, sa matiére grise et ses deux cristallins. Avec ces segmenta-
tions, il est possible d’extraire cinq volumes supplémentaires. Le pre-
mier est le cerveau entier, obtenu par 1'union entre la matiere blanche
et la matiere grise. En utilisant les segmentations des cristallins et la
segmentation de la matiére blanche, il est possible d’obtenir la seg-
mentation de chaque oeil dans leur ensemble. Enfin, 1’association en-
tre la segmentation de la larve entiére et la segmentation du cerveau
peut permettre de séparer la téte du corps. Ces dix segmentations
peuvent alors étre étudiées pour obtenir différentes métriques. Les
plus simples sont le volume, la surface et la plus grande longueur
de chaque volume. On pourrait aussi développer des mesures de
la linéarité de la queue pour identifier d’éventuelles déformations.
Concernant d’autres structures, plusieurs métriques supplémentaires
semblent intéressantes. La mesure de la sphéricité de chaque segmen-
tation donne une information sur la compacité de chaque volume. De
la méme maniere, il est possible de mesurer I'excentricité de 1’ellip-
soide englobant chaque volume, ce qui compare le plus grand et le
plus petit demi-axe décrivant l'ellipsoide, et donne ainsi une infor-
mation sur la forme de chaque volume. La mesure des harmoniques
sphériques de chaque volume pourrait aussi permettre d’améliorer
I’analyse de potentiels défauts.
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En complément a ces mesures génériques, il est possible de mesurer
différents ratios apportant des informations spécifiques. Le ratio en-
tre le volume de matiére blanche et le volume total du cerveau donne
une estimation des événements de neurogéneése. Le ratio entre vo-
lume de l'oeil droit et volume de 1’oeil gauche peut informer d’une
anomalie dans la symétrie du 1’échantillon. Le ratio du volume des
yeux sur le volume total de la larve permet de détecter une microph-
talmie. Le ratio du volume du cristallin gauche sur le volume total de
l'0eil gauche informe sur une anomalie de la formation de la rétine.
De tels ratios, donnés en exemple, permettraient donc de fournir des
informations complémentaires apportant une meilleure description
des échantillons. En utilisant les segmentations obtenues, il est aussi
possible d’obtenir des mesures spécifiques a certains organes ou tis-
sus, par exemple la distance entre les deux cristallins, ce qui permet
d’avoir une approximation de la largeur du télencéphale et identifier
des cyclopies. Ces mesures ne nécessiteraient pas la mise en place de
procédure longues a développer, avec ce qui a été développé au cours
de ma these..

11.2.2 La mise en place d’une approche utilisant des recalages élastiques
permettrait de connaitre les déformations locales du cerveau

Grace a la méthode d’imagerie mise en place au cours de cette these,
il est maintenant possible d’imager un grand nombre d’échantillons
en peu de temps. A partir de ces nombreux échantillons, il est aussi
possible par recalage de créer rapidement un modele statistique de
cerveau de poisson zeébre pour le stade de développement désiré. La
variabilité existante entre les échantillons est gommée pour correspon-
dre a un modele statistiquement représentatif de poisson zébre. A
TPS, Arnim Jenett développe de telles stratégies. Plus le nombre d’é-
chantillons utilisés pour calculer le modele est grand, plus le modéle
statistique se rapprochera de la réalité biologique d'un échantillon
prototypique.

Ce modeéle statistique peut ensuite servir de modele afin de recaler
un échantillon supplémentaire, normal ou anormal. La mesure du
champ de déformation ayant permis de recaler cet échantillon sur le
modele statistique est ensuite conservée comme métrique pour des
analyses ultérieures.

Cette méthode peut de plus étre améliorée par 'emploi des atlas.
La segmentation d’une liste définie de régions peut étre effectuée au
sein du modele statistique. Dans la suite, I'atlas des segmentations
manuelles sera nommé atlas statistique.

Une fois ce dernier obtenu, on recale les échantillons que 1'on veut
étudier sur le modéle statistique. On obtient ainsi une carte des défor-
mations nécessaires pour recaler chaque région de I’échantillon sur le
modele statistique. Ces déformations permettent ensuite d’effectuer
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la transformation inverse pour transformer 1’atlas statistique en seg-
mentation des sous-régions de I'échantillon a traiter.

On obtient pour chaque échantillon une segmentation de chaque
sous-région ainsi qu’une carte des déformations nécessaires pour faire
correspondre cet échantillon a un modele statistique. Il est alors pos-
sible de décrire quelles sont les sous-régions les plus fortement affec-
tées par un polluant ou par une mutation.

En revanche, la mise en place d"une telle stratégie est relativement
longue et cofiteuse car la création du modele statistique demande
d’imager un grand nombre d’échantillons sauvages. La création ma-
nuelle de 'atlas statistique demande l'effort de plusieurs spécialistes
pour s’assurer d’avoir un modele le plus correct possible. Les calculs
de recalage élastiques sont tres lourds, et donc peu adaptés a une
stratégie d’analyse haut-débit. Cette stratégie reste néanmoins la plus
robuste pour obtenir un grand nombre de descripteurs, ce qui peut
améliorer 'automatisation de la détection d’anomalies discretes au
sein des échantillons.
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