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Résumé

Nous avons effectué nos 6 semaines de projet de fin d’études (PFE) de derniére année du Master
images et systémes (M2 IS IN) a Aix-Marseille Universiteé.
L’objectif principale de ce projet est de mettre en ceuvre un suivi hiérarchique de la vie d’une cellule.
Ce mémoire a pour but de vous présenter les algorithmes que nous avons mis en place afin d’automatiser
la chaine d’analyse de lignée cellulaire, ainsi que les résultats et les analyses critiques de nos algorithmes.
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Glossaire

2-0G oxo-glutarate. 3, 8

CFP protéine fluorescente cyan. 3, 10
CO2 dioxyde de carbone. 3, 7

csv feuille excel. 3, 14
dioxyde de carbone Molécule.. 3, 7

feuille excel format de tableau open sources. 3, 14

FRET énergie fluorescente transmie. 3, 10

hétérocyste hétérocyste. 3

hétérocyste cellule fixatrice d’azote, transparente, & paroi épaisse, qui se forme dans les filaments
de certaines cyanobactéries. La paroi est épaisse pour limiter la diffusion de l'oxygéne, car la
nitrogénase (complexe fixant ’azote) y est sensible. 3

IHM interface homme machine. 3

imagerie médical l'imagerie numérique appliquer dans le milien médical. 3
imagerie médical imagerie médical. 3

imagerie numérique domaine de 'informatique graphique.. 3

imagerie numérique imagerie numérique. 3

interface homme machine utilitaire graphique ou non permettant d’interagir avec une machine. 3

Matlab Matrix laboratory. 3

Matrix laboratory Une application et un langage de programmation. utiliser pour du prototypage
dans le monde de la recherche.. 3

N Nitrate. 3
ND2 Nikon NIS-Elements. 3, 10

Nikon NIS-Elements Cette extension est associé a un format d’images acquis par "Nikon NIS-
Elements" NIS-Elements est un outil pour les niveaux les plus avancés de recherche qui donnent
a l'utilisateur un controéle complet de toutes les fonctions du microscope et de la caméra. Pour
enregistrer des séquences d’images avec une qualité sans perte, NIS-Elements a désigné le format
ND2. Le format ND2 utilise la compression JPEG-2000, et peut étre également compressé ou
décompressé au format TIFF par example.. 3, 10

Nitrate Molécule chimique que I'on retrouvent sous la forme de nitroglycérine, nitrate, acide aminé..
3

Open Computer Vision Bibliothéque de traitement d’image.. 3
OpenCV Open Computer Vision. 3

protéine fluorescente cyan cyan florecent proteine, molécule fluorencente cyan.. 3, 10

protéine fluorescente jaune Yellow florecent proteine, proteine fluorencente jaune.. 3, 4, 10

reconstruction géodésique reconstruction géodésique. 3
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reconstruction géodésique filtrage morphologique, opération morphologique consistant & rendre
les opérations non expansive.. 3

ROI Régions d’intérét. 3, 8, 13

Régions d’intérét Region of interst, termes le plus souvent utiliser en imagerie médical pour designer
la zones d’un image comportant les information utile.. 3, 4, 8

squeletisation,squelette un squelette et le résultat d’un grand nombre d’amincissement homoto-
pique sur une objet 2D ou 3D.. 3, 4

squelette squeletisation,squelette. 3

Tag(ged) Image File Format Le format TIFF est un ancien format graphique, permettant de sto-
cker des images bitmap de taille importante, sans perte de qualité.
Il permet de stocker des images en noir et blanc, en couleurs réelles jusqu’a 32 bits par pixels ainsi
que des images indexées, faisant usage d’une palette de couleurs.. 3, 4, 10

TIFF Tag(ged) Image File Format. 3, 10
YFP protéine fluorescente jaune. 3, 10

énergie fluorescente transmie Florecent Energie Transfert. 3, 10
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Introduction

Le contexte

La formation du Master Images et Systémes spécialité Imagerie Numérique de 2% année se compléte
par un projet de fin d’études. Celui-ci constitue une étape obligatoire pour 'obtention du dipléme. Dans ce
cadre, nous avons travaillé sur le sujet suivant : Pattern de développement chez la cyanobactérie anabaena
PCCT7120.

L’origine du projet

Ce projet se place dans le cadre d’une étude de recherche sur le phénoméne de différentiation de
cellules souches afin d’une part de prédire quelles cellules vont se spécialiser en hétérocyste en mesurant
le nombre de molécules présentes dans une cellule , et d’autre part de pouvoir suivre leur lignée cellulaire
au cours du temps.

La cyanobactérie anabaena

Les cellules souches appartiennent & une variété d’algue appelé cyanobactérie anabaen PCCT7120,
utilisée pour la production d’hydrogénes. Elle a la propriété de se nourrir du dioxyde de carbone (CO2)
présent dans son milieux grace a la photosynthése, et de produire les protéines qui lui donnent une couleur
verte.

La différenciation et la spécialisation

La différenciation des cellules se produit lors d’une carence en Nitrate(N) dans le milieu ou vie la
cyanobactérie, en le synthétisant graces aux cellules hétérocystes (voir figure [1)
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FIGURE 1 — filament avant(A) et aprés(B) pri-
vation en nitrogéne.

FIGURE 2 — Filament étiqueté.
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Les hypothéses, objectifs et le processus d’acquisition des images

En se basant sur I’hypothése que le niveau de oxo-glutarate (2-OG) varie dans les cellules hérocystes
permet de prédire quelles cellules se diviseront. L’objet est de mesurer cette variation de fagons non
destructives, pour pouvoir suivre ’évolution d’une cellule, tout en observant 1’évolution de la population
cellulaire. Afin de savoir si une cellule se différentie, on quantifie le niveau de 2-OG(voir figure [3|) présent
au sein de population, pour ce faire on injecte une protéine fluorescente, qui rayonne sur une longueur
d’onde unique

Notre missions

Pour des raisons de délais nous avons décidé d’automatiser la premiére partie du processus d’analyse
qui consiste a extraire les ROI qui sont les cellules dans un filament de facon automatique 2] puis d’extraire
pour chaque ROI son intensité lumineuse.

Ce traitement ne concerne que l'image de I’état initial de la cyanobactérie et le suivie d’une sequence
compléte.

Nous vous présentons dans ce mémoire l'algorithme que nous avons mis en place ainsi que les raisons de
nos choix techniques.
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FIGURE 3 — variation du niveau de 2-OG dans FIGURE 4 — cellules étiquetées avec leurs YFP
un cellule Hétérocyste. CFP et FRET exportés dans un fichier csv.
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1 Détection et extraction des données cellulaires

1.1 Fonctionnement générale

Schéma fonctionnel

Acquisition Des Images

!

Débruitage

v

Squelettisation

Position des cellules a extraire

|

Projection Des Etiquettes

l

Exportation & Sauvgarde Des Données

FIGURE 5 — Algorithme : Processus général.
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1.2 Algorithme de détection des cellules

L’utilisation d’images multi-canaux aux formats Tag(ged) Image File Format (TIFF) et Nikon NIS-
Elements (ND2) nous on été imposés pour les raisons suivantes :

e Matériel d’acquisition utilisé dans le laboratoire pour la capture des images sous microscopie.
e Support de la haute qualité d’images ce qui facilite le traitement automatique et 1’étiquetage.
e Intégration d’une structure de données multi-couches ou multi-canaux.

Nos Images sont composées de 5 canaux :

Canal 1 image source en niveaux de gris

Canal 2 image des cellules en énergie fluorescente transmie (FRET).

Canal 3 image des cellules en protéine fluorescente cyan (CFP).

Canal 4 image des cellules en protéine fluorescente jaune (YFP).

Canal 5 image des cellules en FRET+YFP.

Extraction Des Etiquettes Extraction Des Données

Statistiques

Projection Des Clics sur le Squelette

Y , Calcul des Intensités Moyennes
Extraction Des Composantes

Connexes ) v
Extraction des Etiquettes associés Exportation au Format CSV

aux Composantes Connexes

\.

FicURE 6 — Algorithme : Extraction de la po- Fiqure 7 — Algorithme : Export des données
pulation cible. statistiques de chaque cellule.
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Filtrage Morphologique

Aprés acquisition des images, au premier lieu, on effectue une étape de pré traitement pour préparer
les cellules a 1’étiquetage.

Cette étape consiste a dé-bruiter 'image en utilisant des opérateurs de morphologie mathématique
au niveaux de gris.

Nous avons essayé plusieurs méthodes de filtrages :
le filtrage linéaire gaussien et le filtrage morphologique (Top-Hat Filter) nous avons obtenu des images
dé-bruités mais on a remarqué une importante perte d’informations au niveau de zones d’intérét(lignée de
cellules) ce qui nous a amené a appliquer un filtrage morphologique basé sur les opérateurs d’ouverture
et de la fermeture par reconstruction.

La reconstruction géodésique(voir figure |8) est un filtre morphologique.

L’ouverture par reconstruction élimine les composantes connexes plus petits que ’élément structurant
qui n’appartiennent pas & 'ouvert sans modifier les autres.

la fermeture par reconstruction bouche les trous plus petits que 1’élément structurant

les ouvertures et fermetures par reconstruction éliminent les structures tout en préservant les contours
des cellules ce qui justifie notre choix pour ce filtrage.

Ouverture Ouverture Par Reconstruction

Etiquetage Des Cellules

Source Extraction Des Contours

Y

Marquage Interactif

Ouverture-Fermeture Quverture-Fermeture Par Reconstruction

FIGURE 8 — Examples : Filtrage morphologique FIGURE 9 — Algorithme : Etiquetage des cel-
avec et sans reconstruction. lules.
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1.2.1 Etiquetage(watershed)

La segmentation des images de cellules de la cyanobactérie Anabaena repose sur le faite de pouvoir
donner une étiquette a chaque cellule du filament. On a utilisé la fameuse méthode de partage des eaux.

la segmentation par ligne de partage des eaux ( watershed E[) fait partie de la famille de méthodes
de segmentation d’images issues de la morphologie mathématique qui considérent une image & niveaux
de gris comme un relief topographique, dont on simule I'inondation.

Avant d’appliquer cette approche, il faut extraire les contours des cellules ce qui nous méne a calculer
le gradient de I'image a l’aide du filtre Sobel.

Le principe de ce filtre est que 'opérateur calcule le gradient de 'intensité de chaque pixel. Le gradient
indique la direction de la plus forte variation du clair au sombre, ainsi que le taux de changement dans
cette direction.

On connait alors les points de changement soudain de la luminosité, correspondant probablement & des
contours, ainsi que 'orientation de ces bords.

Définitions :
e minimum local : c’est le point ou plateau d’ott on ne peut pas atteindre un point plus bas sans étre
obligé de remonter.
e bassin versant : c’est la zone d’influence d’un minimum local. Une goutte d’eau s’écoulant dans le
bassin versant arrive au minimum local.
e ligne de partage des eaux : C’est la ligne séparant deux bassins versants de cette ligne, une goutte
d’eau peut s’écouler vers au moins 2 minima locaux distincts.
Principe de 'approche Technique de I'immersion(figure et :

- On perce chaque minimum local de la surface.

On inonde la surface & partir des minima locaux, 'eau montant & vitesse constante et uniforme
dans les bassins versants.

Quand les eaux issues de 2 minima différents se rencontrent, on monte une digue pour qu’elles ne
se mélangent pas.

- A la fin de I'immersion, I'ensemble des digues constituent la ligne de partage des eaux.

minma  bassinversart ligne de partage des eau .' . ". I

+ lignes de partage des eaux

FiGURE 10 — Ligne de partage des eaux : His- FiGURE 11 — Ligne de partage des eaux : Prin-
togramme. cipe de 'immersion.
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Squelettisation

Les cellules de la bactérie sont sous forme de filaments qui accroissent au cours du temps, sur nos
images on peut avoir un ou plusieurs filaments au méme temps d’ou l'idée de calculer le squelette de
chaque filament ce qui nous permettra de distinguer les cellules de chaque lignée des autres.

Nous avons remarqué que les images en FRET sont plus adaptés au calcul du squelette, en effet
ces images affichent ’aspect général de tout le filament avec moins de détails pour les cellules dans le
filament lui méme.

La difficulté de cette étape repose sur 'extraction de chaque filament en une composante connexe
pour-laquelle nous calculerons le squelette.

Pour ce faire nous avons segmenté I'image avec des opérateurs de morphologie mathématique et nous
avons réussi a trouver le format et la taille de I’élément structurant adapté

1.2.2 Extraction Des ROI

Aprés chargement de 'image 'utilisateur doit interagir pour sélectionner le bout du filament & traiter.
Cette opération se manifeste sous forme de deux clics souris :

Premier clic pour définir la position de la cellule départ. Deuxiéme clic pour définir la position de la
cellule de la fin.
A partir de I'image du squelette nous avons extrait le squelette le plus proche de ces deux positions. Sur
ce méme squelette nous avons cherché les deux points les plus proches de ces deux positions. Nous avons
obtenu le bout du squelette délimité par les deux clics. le parcours de ce bout de squelette nous a permis
de récupérer la liste des étiquettes en intersection.

1.2.3 Projection des cellules

La projection des cellules suivant un axe horizontale & été décidé pour des raisons esthétiques et de
convenance pour faciliter la comparaison hiérarchique des cellules entre deux séquences d’images(voir
exemple figure [2).

Comme cette étape ne demande pas une grande précision nous avons effectué une rotation des ROI suivant
I’algorithme :

Data: liste des ROI

Result: liste des ROI projeter

liste de ROI ordonnées;

while foute les régions qui n’ont pas élé visitées do

Lire les propriétés de 'angle o de la région courante ;

Projeter sur ’axe x par rotation d’angle « en interpolation bilinéaire;
Redimentionner de 'image projetée;

Concaténer la nouvelle image;

end
Algorithm 1: Rotation des ROI.

cet algorithme a l'avantage d’étre simple et rapide, mais reste beaucoup trop sensible & la grande
variation curviligne, ce qui donne des erreurs de projection au niveau de certaines cellules. De plus la
projection produit des erreurs d’interpolation, ¢’est pourquoi cette étape ne sert qu’a fournir & 'utilisateur
un rendu visuel lui permettant d’estimer la qualité de la segmentation.
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1.2.4 Extraction et sauvegarde des données statistiques

A ce stade, nous avons une liste des étiquettes que chacune représente une cellule(voir ﬁgure. Chaque
étiquette contient toutes les informations concernant I'intensité moyenne, minimale, maximale et aussi la
variance de la cellule en deux longueurs d’ondes Cyan (425 pum) et Yellow (520 pum).

Ces données sont stoqués dans un fichier au format feuille excel (csv) qui sera exploité dans un temps
ultérieur pour effectuer une corrélation entre les données d’une séquence et celles des séquences sui-
vantes(figure [4] : une couleur par séquence).
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2 Analyse des Résultats

Source Image Denoising MorphoMath Gray Image

s

FI1GURE 12 — Image : Source. FiGure 13 — Image : Réduction du bruit.

Résultats de la segmentation L’image filmée sous microscopie (Figure présente un bruit de
fond ce qui complique 'extraction des ROI, Pour mieux mettre en évidence ces ROI et réduire le bruit
nous avons effectué¢ un filtrage morphologique (Figure tout en conservant les contours réels des
cellules dans le filament, 'extraction de ces contours s’effectuera par la suite en calculant la norme du
gradient (Figure 11).

Une difficulté qui se pose dans le passage de I'image de la norme du gradient a I'image binaire (Figure
au premier lieu dans 'opération de seuillage et le choix du seuil et en second lieux dans le paramétrage
des éléments structurants afin de fermer correctement les contours de chaque cellule.

Nous observons au niveau du filament certaine cellules en étape de division et la décision de considérer si
ces cellules seront étiquetés en une ou deux étiquettes dépendra de la taille de ’élément structurant.

Gradient Magnitude Image

MorphoMath Binary Image

FIGURE 14 — Image : Contours extrait par gra-

i FIGURE 15 — Image : Contours binarisés.
dient.

M2 IS IN 2015-2016 V1.0 page 15/



(Aix Marseille @
Mémoire de Projet de fin d’études

A partir de l'image étiqueté (Figure nous obtiendrons une image en espace RGB (Figure et
une couleur différente sera affectée & chaque étiquette.
Comime nous avons expliqué au chapitre dans un premier temps nous avons essayé de calculer le
squelette a partir de 'image source mais méme avec un filtrage morphologique (ouverture et fermeture
sans reconstruction pour éliminer les contours dans le filament) nous n’avons pas obtenu de résultats
satisfaisantes (squelettes incorrects ou discontinus).Comme remeéde & ces difficultés nous avons choisi de
calculer le squelette & partir de I'image au canal associé au FRET aprés avoir constaté que ces images
représentent tout le filament comme une seule composante connexe et les contours des cellules dans le
filament lui-méme sont négligeables. Avec ce canal nous avons obtenu un squelette correct (Figure [16]).
La (figure illustre les deux clics utilisateurs projetés sur le squelette (en bleu) et la section du
squelette (en vert) le tout superposé sur les étiquettes des cellules dans le filament.
A partir de la section du squelette et la liste de toutes les étiquettes nous avons pu extraire que les
étiquettes concernés (Figure chaque étiquette extraite est coloré différemment et directement
superposée sur la cellule concernée du filament dans I'image source (Figure [20)).

Watershed Image RGB Watershed Image

FIGURE 16 — Image : Etiquetage par Watershed. FIGURE 17 — Image : Etiquetage en couleurs.
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Résultat d’extraction des données des cellules

Skeleton Image Lebels & Source Imege With Seleced Skeleton

cellule choisie
par l'utilisateur

FIGURE 18 — Images : Squelette. FIGURE 19 — Image : Section a extraire.

Selected Labels laid on Source Image
Selected labels

F1GURE 21 — Image : Section & extraire super-

FIiGURE 20 — Image : Etiquettes sélectionnées. ) )
posé sur 'image source.
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Conclusion

Nous avons pu remarquer qu'une méthode aussi efficace que la ligne de partage des eaux peut étre

adaptée pour segmenter des images micro-biologiques, mais se retrouver contraint par la détermination
du marqueur de forme le plus générique impossible.
La question qui se pose naturellement est le probléme de I'amélioration des marqueurs de région de
départ. Il résultera qu’a I'avenir nous garderons un esprit critique face aux résultats obtenus, d’autant
plus qu’il est difficile de comprendre certains aspects du probléme avec un échantillon de test. Etablir
ce qu’est une bonne segmentation ne peut pas se faire sans 'expertise des futurs utilisateurs, malgré les
limites en temps et en complexité d’un projet.

A titre de conclusion, il semble intéressant de mettre en évidence les questions actuelles qui se posent
sur I’avenir de I'imagerie numérique, dans le monde de la micro biologie et de savoir comment les futurs
acteurs que nous sommes feront pour porter & un autre niveau toutes les problématiques qu’elles soulévent.
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