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Les maladies du neuro-développement:
un enjeu majeur de sante publique

» En Europe, des millions d’enfants sont en attente
d'un diagnostic géenétique



Maladies du neuro-développement avec

malformations céréebrales

»>550% des genes impliqués dans les maladies du neuro-
developpement sont associés a des malformations

cérébrales (i.e. malformations du corps calleux, atrophie
cérébelleuse et hippocampique, microcephalie ...)
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» Utilisation de phenotypes neuro-anatomigues comme
endo-phénotypes fiables et facilement mesurables
(« NeuroAnatomical Phenotypes » ou NAPS)




Objectif a NeuroGeMM

Etablir un atlas complet de genes de la souris et de
leur profil neuro-anatomique de maniere ultra-
standardisee et a haut-debit afin de réduire
I'odyssée diagnostique
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Stratégie experimentale

Cerveau de souris adulte
(n>3 par groupe)

]

,%—» Pipeline d’histologie

i ultra-standard

Bregma +0.98mm Bregma -1.34mm Bregma -5.80mm

Analyses quantitatives de 161 parametres neuro-anatomiques par cerveau

Mikhaleva et al. CPMB 2016 et Collins et al. CPMB 2018

* Allez voir le poster de Lucile Tonneau qui détaille le pipeline d’analyse en coupe parasagittale
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Résolution cellulaire

Oligodendrocytes
du corps calleux

Cellules pyramidales
de I'hippocampe




Collecte de données et analyses statistiques

« 3,001,362 mesures manuelles* * Modele lineaire a

. 18,642 images effets mixtes

. 6,214 échantillons — COVI{.GCI?tiOH des tests
. 1,566 alleles . TOUO/”?ZGD;

. 1,446 genes °

198 genes NAP
« NeuroAnatomical Phenotype »

* Allez voir le poster de Juan Cisneros qui montre comme l'intelligence artificielle remplace désormais la prise de mesure manuelle
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Parmi les 198 genes nouvellement identifieés
chez la souris, lesquels sont associés a des
maladies du neuro-développement avec
malformations cerebrales chez 'homme?



Haut-potentiel pour la découverte de

nouveaux genes

198 genes NAP
(« NeuroAnatomical Phenotype »)

!

17% connus
83% nouveaux




34 genes connus en pathologie humaine

ALDH18A1 AP4E1 AP4M1 ARID1B ASPM CC2D2A CDK5RAP2 CENPJ CEP41
CTCF DCX DONSON EML1 GRIN1 HERC1 KPTN LAMC3 MCPH1 MTOR
ORC1 PGAP2 PIK3R2 RNF125 SLC16A2 TCF4 TMEM165 TUBG1 COG6
DNMT3A DPM1 ELAC2 ENTPD1 EZH2 SLC1A4 TRAPPC9 TRMT10A VPS53

HOMME /\ SOURIS
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Macrocéphalie chez o
'homme et 5.
la souris

-504

‘ ) 751
Lucena et al. AJMG 2020 \/

Levitin et al. Soumis



164 nouveaux genes impliqués dans des

malformations cérébrales chez la souris

Abhdl7a Adamts3 Adgrbl Akt2 Aldh3bl Ap2a2 Arid4a Arl4dd Arpc2 Arvcf Bach2
Camsap3 Cand2 Catip Cbx5 Cbx6 Ccdc127 Cfap36 Cfap61 Crlf3 Csnk1g3
Daam2 Dbnl Dusp26 Dusp3 Dynll1 Eif3h Encl Fam92a Frrs1 Gprl07 Grm8 Hpfl
Hsp90aal Kazn Kiaall43 Kif18b KIk6 |dlrad4 Irmp Itbpl Magee2 Mettl24 Miga2
Mkrn2 Mtal Mta3 Mvp Mysm1 Nacad Nsmf Os9 Pabpc4 Pfnl Pias2 Pik3cb Pth
Rab15 Raphl Rhotl Rnfl0 Rnf157 Ropnll Sec23a Selenok Sh3bgrl3 Sik3
Slc44a5 Slitrk4 Sparc Spns2 Stard6 Sytll Tmeml1l26a Tmeml127 Tmem241
Tmodl TrappclO Unk Uspl3 Vamp3 Wdrd7 Zscanl0

IRCS5, GeneMatcher,)élRarﬁ

ITHACA, SolveRD, DDD, AnDDI-
Rares ...

SOURIS ! HOMME
164 génes goar:]tgggr 20 nouveaux génes

. Réanalyser
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Alors pourquoi de nouvelles technologies

pour détecter les phénotypes
neuroanatomigues en 3D ?

Parceque I'histologie 2D a ses limites:

N’identifie pas des phéenotypes neuroanatomiques en dehors du plan
Caracterise mal le défaut au sein d’'une structure affectée (aires ou longueurs,
pas de volumes)

ldentifie mal la structure malformée au sein du cerveau quand une structure
déformée « pousse » d’autres structures saines dans ou en dehors du plan de
coupe

Impossible de corriger a posteriori les erreurs de coupes (coupe non critique,
section assymeétrigue ou lorsque les défauts neuroanatomiques deforment trop
le cerveau test par rapport a 'atlas)



Example d’erreur de coupe
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http://atlas.brain-map.org/
http://atlas.brain-map.org/

Y a-t-il une solution commerciale 3D adaptée au haut
débit?

-> OHREM: Imagerie épiscopique de la « face
du bloc »

Principe: utiliser des échantillons integrés dans de la résine et
prendre une image de la face du bloc, pas la section!

résolution limitée par : L'épaisseur de champs/caméra/méthode
de visualisation aucune limite supérieure sur la taille de
I'échantillon



HREM commerciaux

INDIGQ SETENTIFIC
RESOLVING 70 BE THE BES

1.

' Développé par Tim Mohun

Société Kaer et Wolfgang Weninger
Labs (Nantes) Commercialisé par Indigo
Scientific (GB)
Kratoscope
Systeme | Systgme
. intermediaire
ultra simple
mais
efficace
3, 4 micro-optical sectioning tomography (MOST)

A venir, une solution par Leica ? (en
développement avec I'lGBMC)

Résolution elevée, petits échantillons
??

BioMapping 5000

Systeme
haut de

=ﬂ gamme
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BioMapping 1000 BioMapping 5000 BioMapping 9000 BioMapping 9500


https://www.kaerlabs.com/3d-histology-kratoscope
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6701528/

HREM commerciaux

Camera . e
: 2D image acquisition,
Filters - preprocessing and
- segmentation
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SCTENTIFIC

Quelgques h /
échantillons

Individual sections do not need to be
collected, registered or stained, allowing
for rapid imaging of samples. E.g.
Sectioning an E14.5 mouse embryo at 3
microns would produce around 3,500
images in 8 hours!

No clearing required!

Optical imaging
Flexible, optical-based system

A felixible, optical-based system,
suitable for use over a broad range of
magnifications that can be configured
for multiple fluorescent channels.

Possible de

combiner data
structurelles et
LACZ expression

>1um voxels
En pratique
pour le

+/ Resolution [EEEHES u, je

L der coupe a 2.88
depth um

Sections can be cut as thin as 1 pm,
which results in 3D models with a typical
voxel resolutions of 1-8 pm3. This
resolution enables identification of
blood vessels and nerves, often not
visible using lower-resolution
techniques such as optical projection
tomography (OPT), micro-magnetic
resonance imaging (UuMRI) or micro-
computed tomography (uCT).

Applications

Most tissue types and bone possible

Ideal for developmental biology, and

used in laboratories world-wide for 3D
imaging of mouse embryos, embryonic
organs, different tissue types and even

plants. N
Os =crane

possible ?

Prix attractif : ~120 k pour un systeme avancé (~90K pour un systeme de base

Moins

d’artefacts

v~ Nosample distortion

Sample sizes up to 30 mm

Samples are embedded in a hard plastic
resin that enables sections from 1 - 10
microns to be accurately removed.

Phénotypage

Alternate views complet

Orthogonal and oblique views

Image data produced can be used to
calculate orthogonal and oblique views
of the tissue sample, with little
resolution lost. These views can provide
important additional information about
sample morphology.



HREM: High Resolution Episcopic Microscopy

Methode validée:
hyper robuste pour détecter les malformations chez 'embryon de souris (consortium DMDD + de 500 lignées KO phénotypées de

cette maniere)

Principe: * Résine de plastique en Methacrylate plastique (Trés dur -> plus de déchirures)
e Plastique rendu fluorescent (éosine) pluS de contraste

e Caméra large format (5400x3600) A scanning xy platform is now
« 2 LEDS pour I'illumination (2 LEDs) available for larger samples -
* Automatique only time is the issue here”

“An alternative higher mag Diapo F.

Résolution numeérique excellente : . .
G zoom microscope can be used Prin



Example de comparaison HREM vs uCT

(Jurgen Schneider)

Diapo F.
Prin



Phenotypes développementaux preus

Modeles
donnés
par

E Prin Collaboration L Laugwitz (Tubingen), F. Prin (Crick institute),

Absent Nasal Cleft = Sebastien Couette, N. Navarro (Biogéosciences)




HREM: Marche sur tout les organismes

Poisson tétard

Poulet mouche

Diapo F.
Prin




Permet la localisation du signal LacZ

Isl1-LacZ detection

Detection of Shh transcripts on E15.5
mouse head
Selleri lab, UCSF

Le signal colorimétrique est détecté sur un canal séparé (LacZ, ARN ISH, ...)
Diapo F.
Prin



Flux de travail

De I'échantillon au data analysées : Jusqu’a 3-4 semaines

Fixation/déshydratation -> Infiltration -> incorporation/durcissement -> acquisition -> pretraitement d’image

3jrs 2 semaines 2 jrs 12 h 6h

Avec notre systeme « X-Y
stage », possible de processer
plusieurs échantillons
(actuellement 3)

[ —

Beaucoup de bains — prévoir
un systéme automatique...

Routines Imagel(Fiji) en ligne de
commande sur un serveur de calcul car
fichiers volumineux ~50GB

- reconstitution de la mosaique
- ajustement du stack

- Alignement - CLAHE
- Segmentation manuelle - correction des artefacts de reconstitution
- Modelage 3D pour les modeles intéressants

8h

Analyses statistiques
De 8 h a une semaine



Premieres images HREM de cerveau de souris adultes

Bregma -1.34mm

Images : Tim Mohun
Echantillon coloré avec de
I’éosine B

Acquisition il y a 10 ans
(systeme avec caméra
fixe, pas de capture en
mosaique)

Comparatif en coloration
Luxol-Nissl



ADVANCED

RESEARCH ARTICLE RESERREH
 Crmer e )

www.adpr-journal.com

Multifluorescence High-Resolution Episcopic Microscopy
for 3D Imaging of Adult Murine Organs

Claire Walsh,* Natalie A. Holroyd, Eoin Finnerty, Sean G. Ryan, Paul W. Sweeney,
Rebecca J. Shipley, and Simon Walker-Samuel

2021
Article récent avec un
systeme a deux canaux

Jaune: cellules
Rose: fibres

L
=5
G 6
3
s 4
S
0»2
=
0

Utilisation de colorant
spécifiques mais tres
couteux

Artefact visible d(i a un probleme de température
(réfrigération des échantillons pendant la coupe nécessaire)
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Example d’étude en cours (Vps13b)

24 volumes segmentés

BV
ee® (CIX

» Réduction de taille d’une
majorité (21/24) en accord
avec la microcéphalie (-28%,
P = 2.93E-05).




Example d’étude en cours (Vps13b)

LUCT et HREM collaboration Nicolas Navarro (Biogéosciences)
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