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Résumé : Le travail présenté dans cet article s’inscrit dans une démarche
globale d’analyse de la distribution spatiale des cellules au sein de structures
vivantes, observées en microscopie confocale multicanaux. Ici, on se focalise
sur le probleme de la détection et du comptage de cellules sur une glande du
colon chez le rat. La méthode développée est basée sur la validation d’un
modele photométrique des objets 3D. Notre but est de définir une approche
simple et efficace permettant la prise en compte explicite de I’écart pouvant
exister entre les données et le modele. Nous utilisons pour cela les outils
classiques des statistiques multivariées.Les résultats obtenus sur des données
réelles démontrent la pertinence de ’approche.

Mots clés : Analyse d’Image, Cytométrie, Glande Colique, Microscopie
Confocale, Statistique Multivariée, Validation de Modele.

Abstract : The work presented here is a part of a global project developed in
our laboratory. It aims at the study of alive structures from 3D-multispectral
confocal microscopy imaging. In this paper, we focus on the problem of detec-
tion and counting of cells inside the intestinal crypts of rats. The developed
method exploits a photometric model of the observed objects. Our goal is
to define an efficient, but low computing complexity approach able to take
into account the bias which may exist between the data and the model. The
developed algorithm is based on non-parametric multivariate statistics and
has been tested using real data.

Keywords : Image Analysis, Cytometry, Intestinal Crypts, Confocal Mi-
croscopy, Multivariate Statistics, Model Validation.

1 Introduction

La microscopie confocale suscite un intérét croissant depuis quelques années
dans le domaine de la biologie, de la médecine et de la physique des matériaux
et s’est révélée comme un des pincipaux moyens d’investigation volumique et
temporelle de spécimens vivants. Elle permet le découpage optique, dans la
profondeur, d’un échantillon (e.g. biologique) translucide et de ce fait, donne
acces a une information tridimensionnelle au sein d’un échantillon.

On s’intéresse ici a ’analyse des glandes coliques [13, 9]. Il s’agit d’entités
biologiques situées sur le célon. Chaque glande colique a ’aspect d’'une poche
plus ou moins cylindrique tapissée par une couche de cellules et remplie de
mucus. Une glande comporte un nombre relativement important de cellules
(environ 400). Ces glandes sont le siege de processus importants pour la



compréhension et la régulation du fonctionnement de 1’épithélium intestinal.
Ainsi, pour le biologiste, le phénomene de prolifération cellulaire chez les
mammiferes est associé a une famille de macromolécules appelées facteurs
de croissance. Ces macromolécules peuvent étre marquées et observées en
microscopie de fluorescence. L’étude de la répartition de ces facteurs de
croissance sur les glandes coliques, contribue alors a la compréhension de la
régulation paracrine de la croissance et de la différenciation des cellules de
I’épithélium intestinal [13].

[’analyse des glandes coliques n’est qu’un exemple parmi tant d’autres de
I'utilisation de la microscopie confocale; il reflete cependant un type de don-
nées qu’on rencontre fréquemment en biologie cellulaire: entités coalescentes,
observations multicanales . Malgré 'importance de cette technologie dans le
domaine de la biologie, de la médecine et de la physique des matériaux, il
reste encore beaucoup a faire au niveau du traitement d’image. La plupart
des taches courantes telles que la détection d’objet d’intérét, la segmenta-
tion, et la quantification restent encore fortement interactives [4, 13, 20]. Les
difficultés liées a une automatisation du traitement résident essentiellement
dans le fait que les objets ont des structures complexes [1, 7], présentent
souvent des entités coalescentes et sont partiellement observés. En outre, les
images acquises comportent d’importantes hétérogenéités [1, 20] en terme de
luminosité (intra et inter objet, intra et inter image, en fonction de la pro-
fondeur), de texture et de forme géométrique. Tous ces facteurs compliquent
le traitement de ce type de données et compromettent la qualité des résul-
tats obtenus. La difficulté de la tache est bien mise en évidence au travers
du travail effectué par G. Gong et B. Parvin [10]. Ces auteurs ont proposé
une méthode de segmentation basée sur le groupement de primitives locales
(contour et ligne de créte) tout en intégrant un a priori géométrique fort sur
la forme de 1’objet observé (forme hyperquadratique). Malgré cela, et en rai-
son du bruit et de la trop grande variabilité géométrique des objets observés
vraisemblablement, les résultats obtenus n’ont pas donné entiere satisfaction.

Un petit tour d’horizon nous permet pourtant de voir qu’un certain nom-
bre de difficultés ont été partiellement levées. Ainsi, certaines difficultés liées
a la coalescence des objets ont déja été considérées par le passé [12, 19, 7, 11]
mais la plupart du temps ces auteurs operent sur des sections 2D de 'image.
La segmentation et la détection sont parfois abordées en 3D [2, 1, 20] mais
rarement dans un contexte d’objets coalescents. Ainsi, Dubuisson [7] ex-
ploite des techniques classiques de traitement d’image (seuillage, croissance
de région) afin d’extraire les régions connexes d’une image et utilise des
heuristiques pour séparer les objets coalescents. Il opere dans 'espace 2D.
Irinopoulou [11] utilise une démarche similaire et exploite I'information de
profondeur seulement dans la partie heuristique liée a la séparation des ob-



jets coalescents. Baumann [2] opere directement dans I'espace 3D. Apres
un filtrage médian, il réalise la segmentation proprement dite par une sim-
ple opération de seuillage, suivie d’une recherche des régions connexes dans
I’espace 3D. L'efficacité de ’algorithme a été démontrée pour des objets non
coalescents. Ancin [1] superpose les résultats d’une sur-segmentation avec
ceux obtenus au moyen d’une sous-segmentation afin d’en extraire les objets
non coalescents. Méme avec I'introduction des connaissances a priori, cer-
tains objets coalescents ne sont pas bien séparés. Une étape interactive ou
I’utilisateur confirme et corrige les résultats issus de la procédure automa-
tique est souvent nécessaire [20].

Notons enfin que, de précédents travaux [26] que nous avons réalisés sur le
sujet ont démontré I’avantage de 'utilisation d’un modele photométrique des
objets, et I'intérét de la prise en compte explicite des écarts pouvant exister
entre les données d’observation et le modele. Ces travaux exploite seulement
I’information issue d’un canal. L’extension au cas multicanaux présente des
intéréts évidents mais rencontre des difficultés méthodologiques.

L’objectif de cet article est de chercher a lever ces difficultés. La méth-
ode proposée s’appuie sur les statistiques inférentielles multivariées. Tout
d’abord, les variabilités photométriques des objets 3D observés dans dif-
férents canaux sont décrites a ’aide d’un modele probabiliste dans lequel les
luminances de 1'objet sont supposées Gaussiennes. L’espérance de ces lois
dépendra cependant de la position de 1'objet dans le volume. Ce modele
n’est pas toujours valide sur la totalité du volume occupé par les entités a
détecter. Afin de contourner cette difficulté, nous cherchons a sélectionner
les zones dans lesquelles le modele est valide. Cette sélection est réalisée a
I’aide d’une méthode d’inférence non-paramétrique multivariée.

Suite a cette premiere étape de détection de zones valides, les zones de
I’objet 3D, qui correspondent au modele supposé, sont localisées. Nous les
appelons germes car elles sont constituées de peu de voxels. Un germe
est donc un ensemble de voxels déclarés compatibles avec le modele pho-
tométrique de 1'objet 3D. Un objet contient généralement plusieurs germes.
L’individualisation des objets n’est alors possible qu’apes regroupement des
germes. Cette tache est accomplie a I'aide d’un schéma d’agrégation itéra-
tive. La démarche développée ici est assez générique méme si a des fins
d’illustration, nous limitons volontairement le nombre de canaux a deux et
la présentation aux observations effectuées sur les glandes coliques de rat
pour lesquelles les objets 3D recherchés sont les parties centrales des cellules
(noyaux). Les deux canaux choisis correspondent respectivement aux mar-
quages de I’ADN des noyaux et au marquage de récepteurs sur la membrane
cytoplasmique des cellules. Ceci est illustré sur la Figure 1 ou le noyau con-
stitue la partie plus ou moins centrale de la cellule, tandis que la membranes



cytoplasmique correspondent a la partie externe sur la figure. Le marquage
n’est pas toujours suffisamment fort et la membrane peut en certains en-
droits apparaitre un peu dissimulée dans un bruit de fond qui envahit toute
la cellule.

Figure 1:  Structure d’une cellule. La partie centrale correspond au noyau tandis que
la partie externe correspond a la membrane cytoplasmique.

L’article est organisé de la facon suivante : apres avoir formulé un modele
statistique qui permet de représenter les caractéristiques photométriques des
cellules observées dans les deux canaux, nous allons d’abord valider ce modele
par rapport aux données observées puis discerner les cellules. Dans la derniere
partie, nous présentons quelques résultats et quelques perspectives.

2 Modele photométrique de cellule

La Figure 2 montre deux sections prises dans 'image 3D d’une glande col-
ique de rats. La Figure 2.(a) représente le marquage des noyaux et la Figure
2.(b) le marquage des membranes cytoplasmiques. Dans le canal des noyaux,
nous pouvons voir les objets d’intérét qui sont les structures plus ou moins
elliptiques et foncées. Dans le canal du marquage des membranes cytoplas-
miques, les objets d’intéret se présentent sous formes de structures filiformes.
On note aussi en certains endroits quelques taches sombres qui signalent le
plus souvent un marquage du mucus.

Dans la suite de cet article, nous notons /™ I'image 3D issue du marquage
des noyaux et [™ celle issue du marquage des membranes cytoplasmiques.
Quand on a besoin de faire référence a la fois aux deux éléments, on utilisera
le vecteur [ avec [ = (I, I™)".
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Figure 2: Deux sections extraites de I'image 3D d’une glande colique de rats. (a)
Image du marquage de '’ADN des noyaux, (b) Image du marquage des membranes
cytoplasmiques.

Les informations structurelles associées aux deux marqueurs sont com-
plémentaires et concourent a la localisation de I’'une ou 'autre des structures
(noyau, membrane). Ainsi au sein du noyau, on doit avoir un marquage
tres faible, de 'ordre du bruit d’acquisition, dans le canal “membranaire” et
vice et versa. Au niveau de 'image de ces structures cellulaires cela doit se
traduire par :

1. un niveau de gris observé sur I'image [™ (resp. ™) beaucoup plus faible
que celui observé dans I'image I (resp. [") selon qu’on se trouve sur
le noyau (ou sur la membrane).

2. un niveau de gris assez homogene au sein des structures noyau et mem-

brane [24, 27].

Soit C ’ensemble des cellules d'une glande et ¢ € C une cellule particuliere.
Prenons I'exemple de I'image issue du marquage des noyaux. La luminance
au sein de la partie centrale d’une cellule est quasi-constante. Cette valeur
constante est liée a la position de la cellule dans 1'image, pour des raisons
liées a la technique de préparation et d’acquisition des échantillons. Nous la
notons u?. Le méme raisonnement s’applique a I'image I™ et u* représente
la luminance de la partie centrale de la cellule ¢, observée dans I'image ™.
On désigne donc par p. = (u”, ut,)', le vecteur des luminances au voxel ¢



Soit p € R? la position d’un voxel défini dans I'image 3D, I, : R® — R?
la restriction de [ sur la cellule ¢, et ¢ le bruit associé a la constitution de
I’image. Si nous supposons que € est un bruit aléatoire indépendant de p,
nous avons :

I(p) =p.+e Vpec (1)

ou ¢ suit une loi normale de centrée, de matrice de covariance A de taille
2 x 2: e ~N(0,A). Dans la suite de cet article, nous considérons I. comme
un vecteur de deux variables aléatoires définie sur ¢ sans préciser p.

Cette modélisation permet de prendre en compte le premier constat énoncé
plus haut. Le deuxieme constat, est traduit par la condition suivante :

E,(l.) < Ey(1.) (2)

ou E; : 1 € n,m représentant I'espérance de la loi marginale sur la variable 7.
Ce qui est équivalent a :
pr < (3)

3 Détection de la partie centrale de cellule

Une fois le modele de cellule précisé, la détection de la partie centrale des
cellules peut étre abordée au moyen de test des hypotheses. Selon le modele
défini dans les équations (1) et (2) , une condition neécessaire pour qu’un
ensemble de voxels soit situé a 'intérieur d’une cellule ¢ est :

1. les luminances d’un quelconque voxel de cet ensemble suit une distri-
bution normale multivariée d’espérance statistique égale a p., et de
matrice de covariance égale a A.

2. pg L

En statistique inférentielle, ceci peut se ramener a un probleme de test
d’hypothese pour lequel 'hypothese nulle est :

{HO\V/I)EC, [C(p):ﬁbc+6 (4)
Hg :opg <

avec . un vecteur constant inconnu, et € un bruit statistique de loi normale
multivariée, centrée, et de matrice de covariance constante mais inconnue.
Les vecteurs p. et A étant inconnus, ce test n’est pas commode dans le cas
de distribution multivariée. Méme si ’on considere seulement la cas de Hy, il
n’existe pas de test unformément plus puissant [18]. Deux solutions s’offrent
a nous : soit on choisit de travailler sur des propriétés asymptotiques et on ne



peut pas, dans ce cas, garantir la puissance du test dérivé ; soit on cherche
a décomposer le test (4) en plusieurs tests plus simples mais maitrisables
individuellement. Dans le cadre de notre travail, nous avons retenu cette la
deuxieme solution.

Nous avons décomposé le test (4) en trois tests univariés : le premier porte
sur I’homogénéité de la luminance des voxels au sein d’une cellule, observée
dans I'image I, le deuxieme est du méme type mais porte sur 'image ™,
et le troisieme est basé sur la différence entre I'image I et I, il permet
de prendre en compte le test Hj. La formulation de ces trois tests est la
suivante :

Ho:Vpee, IX(p)=pul+e" (5)

avec p une valeur constante inconnue et ¢ un bruit Gaussien centré.
* . m{, _ m m
Hi:Vpee, I'(p)=pl+e¢ (6)
avec p* une valeur constante inconnue et €™ un bruit Gaussien centré.
*k . T m
Hg™ = pf < g (7)

Supposons €” et €™ indépendants, de variance identique. La réalisation
des premier et deuxieme tests est simple, le critere de sélection peut étre
formulé selon une loi de distribution x? [26]. Si o est la variance commune
du bruit ¢* et ¢, il se traduit par I’équation suivante :

o
\ X505 < o < v/ Xb.os (8)

ici 6™ désigne 'estimateur empirique de la variance de I7, et les valeurs de x?
sont choisies de facon a ce que le niveau de confiance du test soit supérieur
ou égal a 95%.

Le méme raisonnement s’applique sur I'image ™, nous avons :
m

a‘c
\/ X595 < P < \/Xb.os (9)

L’appréciation de la relation < dans le test (7) est trop floue pour la
réalisation de ce test. Nous la remplacons par I’équation suivante :

HE™ opg < pl' =20 (10)

o a la méme signification que précédemment. Ceci revient a interdire la
validation de I’hypothese (10) si le recouvrement de deux lois normales est
supérieur a 16%.



Soit alors v(c), le nombre de voxels contenus dans la cellule ¢. Sachant
que I ~ N(u* o) et I™ ~ N(u™, ), nous avons :

ZpEc([cn — [cm) ~ N(Mn - /~Lm

v(c) v(c)

) (11)

La validation de I’hypothese Hy** peut alors s’effectuer selon le critere

ZpEc([? - [cm) ¢ ¢
. +2\/v(e) < 24 (12)

ou z, est le quantile de la loi Gaussienne normalisé, associé au niveau de

suivant :

confiance 1 — a. Ici nous avons choisi a = 0.05

Un voxel est alors déclaré comme faisant partie d’une cellule si et seule-
ment si les criteres (8), (9), et (12) sont vérifiés. Les cellules sont quant a elles
constitiées par les ensembles les plus grands de voxels voisins qui vérifient les
criteres (8), (9), et (12).

Méme si, dans 'expérimentation, la valeur de o a été considérée comme
un parametre de régularisation que l'on regle manuellement, I'application
systématique de cette démarche ne donne pas des résultats satisfaisants a
cause de la présence des taches a I'intérieur de cellule (voir Figure 3). Les
taches ne sont pas compatibles avec le reste de la cellule et sont incohérentes
avec le modele défini dans les équations (1) et (2). L’origine de ces taches
est tres diverse. Elle peut étre liée soit a la procédure de préparation des
échantillons biologiques, soit a la procédure d’acquisition. Ces taches doivent
étre prises en compte dans la suite du traitement.

Figure 3: Image détaillée de cellules observées dans le canal du marquage des noyaux.
On peut observer la structure intrinséque des noyaux, et constater la présence des
taches a l'intérieur des noyaux.



Cette difficulté peut étre partiellement levée selon différentes stratégies
reposant soit sur des pré-traitements [6, 17], soit sur des statistiques robustes
[3]. Ici nous développons une stratégie basée sur la validation de modele
[25, 21, 14] qui permet non seulement d’éliminer les aberrations de données
liées aux taches mais aussi de prendre en compte les éventuelles erreurs de la
modélisation. Pour cela, nous déplacons un cube de taille fixe dans le volume
de la glande colique, et nous cherchons a appliquer les tests (8), (9), et (12)
sur les voxels englobés par ce cube. Par commodité, on appelle germes les
cubes valides. Bien str, il peut y avoir plusieurs germes a l'intérieur d’une
cellule. Notons que, dans I'analyse de glandes présentées dans la section 5,
la taille du cube utilisée est de 5 x 5 x 3 alors que le parametre o est ajusté
fixé manuellement. La valeur 21 pour o? donne des résultats satisfaisants.

4 Etiquetage des cellules

Apres la premiere phase, nous avons obtenu un ensemble de germes situés a
I'intérieur des cellules. Une cellule peut contenir plusieurs germes. La suite
du travail consiste a regrouper, en une seule entité, ’ensemble de germes
faisant partie d’'une méme cellule. Nous appréhendons ce probleme au moyen
d’un ensemble de conditions déduites des connaissances a priori que nous
avons sur les entités a détecter. La satisfaction des contraintes que nous
décrivons ci-dessous est assurée par un schéma d’agrégation itératif.

4.1 Formulation du probleme

Etant donné deux ensembles de germes GG et F', on pose comme condition
nécessaire d’appartenance a une méme cellule ¢ , la vérification des propriétés
suivantes :

1. fig = [ avec [ig, firp représentant les estimateurs empiriques de p.
basés sur GG et F.

2. il n’existe pas d’éléments de surface des noyaux entre les deux volumes
englobant les germes de G et de F.

3. le volume englobant a la fois les germes de GG et ceux de F' ne dépasse
pas celui de la cellule la plus grande.

Selon I’hypothese formulée dans I’équation (1), la prise en compte de la pre-
miere condition peut étre formulée au moyen d’un test d’homogénéité des
échantillons d’une loi normale multivariée.



Soit g un germe avec g € G U F. Si G et F appartiennent a une méme
cellule, nous avons :

Hg = Ho ,
Hy:Vge GUF, {Ag:/\o (13)

ici po et Ag sont des vecteurs constants inconnus, et p, et A, correspondent
respectivement a l'espérance et a la matrice de covariance de I, qui est définie
comme la restriction de [ sur g.

Selon le principe du rapport de vraisemblance maximale, I’hypothese (13)
peut étre évaluée selon la statistique A définie comme suit :

n"d/? H;‘I:I |Aii|”l/2
ot S A+ S Ni(l - L) (5 — L)|nr?

i=1 "%

ou

e p désigne le nombre de canaux pris en compte (p = 2, ici).

e ¢ =v(G U F) représente le nombre de germes contenus dans G U F.

e N, est le nombre de voxels contenus dans le germe 1 avect =1,2,...,q .
Dans le cadre de notre étude, N; a une valeur constante qui correspond
a la taille du cube utilisé, c.f. section 3.

o N, = NZ —1.

en=>7,n;.

o NI, = Ej-v:il Li; ou I;; = (I%, [Z;)t représente le vecteur de luminances
du voxel j dans le germe ¢ avec 57 =1,2,..., N; .

o NI = > Iljjavec N =Y! N;.

o Ai=300(1L; — L)1y — L)
o ct |- | est le déterminant d’une matrice.

L’hypothese Hy sera rejetée avec un niveau de confiance égal a 1 — «
lorsque —2log A est supérieur a une valeur z, définie selon :

P[—2logA<z,]=1-« (14)

Le calcul de z, s’effectue a 1’aide de I"approximation asymptotique de
Box [15] correspondant & la somme d’un ensemble de lois x*. La formule
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utilisée pour le calcul de x, est assez complexe, nous renvoyons les lecteurs
intéressés aux articles spécialisés [5, 15, 21].
La deuxieme condition est prise en compte plus simplement :

( > 15(P)) < To (15)
pEGUF

ou Tg est une valeur seuil et 1¢ désigne la fonction indicatrice de la surface £
des cellules de la glande. Notons que la surface des cellules n’est pas connue a
priori; nous avons estimé &£ a partir des contours extraits de 'image [22]. En
pratique, seul le contour calculé a partir de I'image I"™ est utilisé. Nous avons
choisi de ne pas intégrer les contour extraits de I'image [, car la qualité
de ces derniers est assez inhomogene dans les données. 1¢(p) prend donc la
valeur 1 si p est sur un contour calculé et 0 sinon.

La a troisieme condition est prise encompte a l'aide d’un systeme de
voisinage. Etant donné deux ensembles de germes G et F', ceux-ci peuvent
étre regroupés au sein d’une méme cellule seulement s’il existe un ellipsoide
Ser, de taille prédéfinie, qui englobe tous les germes contenus dans GG et F'.
La taille de Sgr doit étre choisie de sorte qu’elle correspond a un peu pres a
la taille de la la plus grande cellule de la glande colique. Ceci se traduit par

Vge GUF, g€ Sap (16)

Deux ensembles de germes G et F' sont regroupés si et seulement si les
trois conditions précédentes sont satisfaites.

4.2 Implémentation

Dans I'implémentation algorithmique, les cellules sont différenciées a 'aide
d’un ensemble d’étiquettes, les germes considérés comme faisant partie d’une
méme cellule porteront une méme étiquette, tandis que les germes consid-
érés comme faisant partie des cellules différentes porteront des étiquettes
différentes. On balaye les germes séquentiellement, on cherche a regrouper
les germes a partir des trois conditions énoncées ci-dessus (13), (15), et
(16). A Titération courante, certains germes sont déja regroupés, et por-
tent donc une méme étiquette. On appelle groupe, un ensemble de germes
regroupés. Un groupe est donc un ensemble de germes associés a une méme
cellule. Il représente en fait un résultat intermédiaire obtenu par la procédure
d’étiquetage. A la fin de cette procédure, les groupes deviendront des cellules
identifiées. L’algorithme a été implémenté de la facon suivante :

1. A I’initialisation, chaque germe forme un groupe et porte une étiquette
différente. Il y a donc autant d’étiquettes que de germes.
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2. On balaye les groupes séquentiellement. Pour chaque groupe G, on
calcule d’abord Sg, un ellipsoide centré au barycentre des germes, de
taille constante vy prédéfinie. Fs désigne I’ensemble des groupes inclus
dans Sg. On cherche ensuite a regrouper GG avec F, un des groupes de
S, défini par: )

F'= Arg min [|G - F|| (17)

ou ||G — F|| représente la distance entre le groupe G et F. On choisit
comme distance la plus petite distance entre deux germes quelconques
respectivement dans F' et GG (voir aussi la Figure 4). F est en fait le
groupe le plus proche de GG inclus dans S¢.

Une fois F calculé, on cherche a tester les deux autres conditions (13)
t (15). On regroupe F' dans GG seulement si les condtions (13) et (15)
sont aussi vérifiées.

3. On réitere I'étape (2) jusqu’il n’y a plus de fusion possible entre les
groupes.

. Cellule
.. Groupe

O Ellipsoide associé au groupe G

Figure 4: [lustration de la stratégie de fusion par rapport au groupe G. Dans cette
configuration, Fo = { A, B, C, X }, et F = A. Selon la méthode développée, il est
trés probable que A soit regroupé avec G.

Pour I'instant, le choix de vy est manuel; il correspond a peu pres au
volume de la cellule la plus grande de la structure analysée. Pour les deux
glandes présentées dans la section 5, on choisit vy = 22 x 22 x 14.
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5 Résultats et discussion

L’algorithme développé a été testé sur des données réelles. Deux de ces
résultats sont reportés ici.

La Figure 5.(a), (b), (¢), et (d) montrent les résultats obtenus sur la
premiere glande. La Figure 5.(a) illustre la détection des germes projetée
sur I'image du canal correspondant au marquage des noyaux. Les germes
détectés sont les pixels associés aux petits carrés blancs. Le cube utilisé est
de taille 5 x 5 x 3, ce qui correspond a peu pres a un 30eme du volume moyen
des noyaux. La valeur de o? utilisée est de 21. Nous pouvons observer la
présence de nombreuses taches entre les germes, a l'intérieur d’un noyau.

Une autre difficulté inhérente a I'imagerie en microscopie confocale est
la perte de précision dans 'axe de la profondeur (en z). Plus le plan fo-
cal est profond, moins bonne est I'information restituée par le dispositif
d’acquisition. Quand le plan focal dépasse certaines limites en profondeur, la
perte d’énergie est telle que le signal émis par ’entité et provenant de cette
profondeur n’est plus perceptible. La méthode développée dans cet article
permet d’éliminer automatiquement le fond de I'image grace au modele défini
dans ’équation (2). Dans la Figure 5.(b), on peut constater d’une part la
perte de précision dans la profondeur, et d’autre part 'absence des germes
détectés dans la partie supérieure de la glande a cause de cette perte de pré-
cision. D’une facon générale, la perte de précision en microscopie confocale
forme un champs de biais lent et continue qui peut étre corrigé a 1’aide des
techniques d’élimination de tendance [8, 23]. C’est un des aspects sur lesquels
nous travaillons actuellement.

La Figure 5.(c) montre le résultat d’étiquetage des cellules. La valeur de
a liée au critere de sélection (14) est fixée a 0.5, ce qui correspond & un niveau
de confiance supérieur ou égal a 95%. La valeur de Tj est fixée a 155, ce qui
suppose qu’il existe au moins 155 voxels de type contour entre deux noyaux
(seuls les contours extraits de I'image du canal correspondant au marquage
des noyaux sont utilisés). Cela correspond & environ 6% du volume moyen des
noyaux qui est de 16 x 16 x 10. Sur la Figure 5.(c), chaque cellule étiquetée
est marquée a l’aide d’un cube centré au barycentre des germes associés. On
peut noter la possible déviation du barycentre calculé (a partir des germes)
par rapport au centre réel de cellule; ceci est du a la fois a ’asymétrie de la
forme des cellules et a la distribution non-homogene des germes détectés a
I’intérieur de celles-ci. Par ailleurs, on peut remarquer ’absence d’étiquetage
“visible” de certaines cellules sur les Figure 5.(c). Cette absence ne dévalorise
absolument pas la qualité de 1’étiquetage, mais est plutot liée aux difficultés
de présentation des résultats (voir les commentaires sur la Figure 5). Puisque
nous ne cherchons pas a segmenter les cellules, nous ne connaissons pas, a
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Iissue de I’étiquetage, la surface exacte des cellules. Il est donc tres difficile
de mettre en évidence les cellules correctement étiquetés au moyen de visual-
isations 2D. La construction d’images de synthese exploitant I'opacité (voir
Figure 5.(d)) donne des indications mais n’est pas suffisante méme lors qu’on
considere plusieurs points de vue dans la scene 3D. Nous envisageons d’autres
techniques de validation s’appuyant sur une analyse de la répartition spatiale
des objets 3D ou encore sur une validation croisée avec les données fonction-
nelles issues de différentes analyses (modele biologique théorique, analyse de
la répartition spatiale des facteurs de coissance, etc.). Certaines techniques
de correction peuvent aussi étre envisagées [16].

Les Figures 6.(a), (b), et (¢) montrent les résultats obtenus sur une deux-
ieme glande.

Les discussions énoncées ci-dessus montrent a la fois les difficultés du
probleme et I’ampleur des efforts qui restent a accomplir. Néanmoins, le tra-
vail effectué constitue une étape importante pour I’objectif biologique pour-
suivi : ’analyse fonctionnelle de la glande colique au travers d’observations
de marqueurs de certains récepteurs membranaires.
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(c) (d)

Figure 5: Résultats obtenus sur une glande colique de rats. (a) Germes détectés; (b)
Phénomeéne de perte de précision dans la profondeur en microscopie confocale. Dans
la partie haute de la glande, la perte de précision est telle que le signal est difficilement
perceptible. (c) Cellules étiquetées. Certaines cellules correctement étiquetées ne sont
pas visibles ici & cause des difficultés liées a la nature 3D du probléme. Par exemple, la
cellule isolée, qui se trouve tout a fait en haut et a gauche de I'image, est correctement
étiquetée. Par contre, son étiquetage n’est pas visible ici (les germes détectés sont
visibles sur I'image (a)). En fait, le barycentre calculé a partir des germes associés a
cette cellule se trouve sur d’autres sections 2D de I'image. (d) Rendu volumique des
données et des cellules étiquetées.
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(c)

Figure 6: Résultats obtenus sur une deuxiéme glande colique de rats. (a) Germes
détectés; (b) Cellules étiquetées. Nous avons choisi une section au milieu de la pile
3D afin de montrer la difficulté du probléme liée a la coalescence des objets. On
peut constater ici I'entassement et la détSmation importante des cellules dues a la
compétition des cellules pour occuper les espaces disponibles. (c) Rendu volumique
des données et des cellules étiquetées.



