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Motivations et objectifs

La formee et La motilité des cellules sont des descriptewrs importants de
L'état de La cellule (Age, santé, cycle, ete.)

De telles mesures ne sont pas dispowLbLes a L’échelle de La popuLatLow. La
guantification a grande échelle au niveaw cellulaire est nécessatre

Les technigues modernes de microscopies permettent d’observer
efficacement Les cellules in vitro et ex vivo dans Le temps 2D et dans
L'espace 3D

But: développer des nouveaux algorithmes et outils pour exploiter ces
données de maniére efficace, systématique et automatioue




Contamination de I'héte

par ingestion dekystes/y ‘~’

Destruction du
parenchyme
hépatique:
Amibiase hépatique
Survie et dissémination
des kystes dans
I'environnement

Destruction de la
mugqueuse colique:
Amibiase intestinale [/

Exkystation

Colonisation du colon

Elimination des kystes et des
trophozoites dans les féces

Multiplication
Enkystation

Dans les zownes rurales, 2 a ;zo% des
humatins sont portewrs de entamoeba
histoLgtha

Amibrase
un probléme de santé publique

Dgsew’crie Abces

50 millions de cas 100 000 décés
cLLwiques




Imagerie In vitro

® 2p wicroscopy of Entamoeba histolytica

chemotaxis on glass substrate (phase-contrast) GFP-labeling (epi-fluorescence)




Imagerie Ex vivo

® =D wicroseopy of Entamoeba histolytica

mucus layer of human colonic barrier (2-photon)




Difficultés

objets de forme gquelcongue

faible contraste
cellules en aggrégat
bruité, fatble SNR
division cellulatre

obj ets sortant/entrant




Meéthodes standards

1) Classification de
Pixel (seutllage
automatioue)

2) Post-trattement (math.
wmorphology)

=) Extraction d'objets

Trattement tgpiquc de La
plupart des logiciels
COMMLErcLAUX

les objets qui se touchent sont confondus...




Modeles déformables :
Contours actifs

(dée: faire évoluer un contour C vers Les frontiéres de La cellule

La déformation est relative i la minimisation de la fonctionnelle de
coit défini par L'utilisatewr (comment atteindre Les contours)

Approche a base oe modéle : permet toute combinaison des informations
lssues de Limage et des connaissances a priori pour augmenter La
robustesse oe La détection

le tracking est implicite: re-utilisation des contours obtenus de L'image
en cours sur les mages sulvantes pour suivre les cellules dans Le temps




Contours actifs

1) Définlr Les contours tnitiaux
et une fonctionnelle de cout

2) Laisser les contours se
déformer jusqu'a
stabilisation

=) copier les contours pour
tnitialiser L'image sutvante

préserver Lidentification des
objets qui se touchent




2 approches

O Swake : contours
paramétrigues explicites parametric

O Level-Set: contours
géométrigues implicites

geometric




Snakes

Approche ph asique Oles CONEOUYS (kass, witkin, Terzopoulos 27)

Un contour tnitial se déforme sous L'action de plusieurs forces :

1 1 1
E(C)p)] = a [O Eont(C)dp + 8 /0 Bimg(CO))dp + 7 /0 Beon(C(p))dp

L'énergie Lnterne contrble La régularité et L'eslasticité de La courbe

Lénergie de L'image guide le contour actif vers les propriétés désirées ole
Limage (gradient, zones sombres/claires, ete.)

L'énergle externe permet oe prenolre en compte les contraintes oéfintes par
L'utilisateur, ou des connaissances a priori des structures a segmenter

L'équilibre de ces termes corvespona au minimum de potentiel de La
fonction de coitt
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Composantes du snake

g i? ’c
O  Uénergle nterne Eint(C(p)) = weension(C + Watig pness (C(P)) | 507 (

Gl te premier termee constoére Le contour commee une membrane

O  lesecond terme fait agir Le contour comme une plague mince
O  Lénergie lie a L'image
Eimg(c(p)) = WiineEline(C(p)) + 'wcdchcdgc(C(p)) + u-"tcr-mEtc-rm(C(p))

Epine(C(p)) = I(C(p)) EBeage(C(p)) = |VI(C(p))|?

O  Nowmbreuses variantes: modeéles de ballow, region-snakes, ete.




Optimisation

Equation d’Buler-Lagrange:

0%C O
« (wtensiona—pQ(p) 2 wstifnessa—pzl(p>> = szmg(c(p)) =0

Faire évoluer les posit’wws de La courbe initiale vers les caractéristiques de
Limage

O twititaliser La courbe

O Mise—ﬁl-jour des positiows des Poiwts de controle en résolvant L’équatiow cl-
dessus

Re-para métriser La courbe et continuer Le pVDGCSSusjusqu’ﬁ la convergence




Discrétisation

C(p)={x(p),y(p)}, PE[0,1]

€03 eC(0.2)
C(O.7) Cp =1'angen'|'

e C(0.4)® ®C(0.8)

3(0.95)
®
C(0.9)




Initialisation




> Active Contours

Limitations of standard active Main improvements
contours
C,)- d—;a}%u) - f(C.9)|ds E(C,) - {[%a ‘ﬁ ()| = £(C.(s)|ds + f[ ( )f (Ci(9))ds
repulswe coupling
= M(G, = 1)| F=(lT=M)a1,, -2G, 1
local intensity dispersion
* Weakly contrasted « Novel edge map based on local
membrane deformations intensity dispersion
are ignored N\
: O
* Objects in contact are  Repulsive coupling of contours
confused
= ) AN
Zimmer, C., Labruyére, E., Meas-Yedid, V., Guillén, N., Olivo-Marin, J.-C., IEEE Trans. Medical Imaging (2002) ‘I‘
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Unregistered HyperCam

£

Correlation matching (Metamorph)

Tracking fails, no segmentation

Modified active contours

e21)A|0]SIY BQaOWE)UD

wm oz

Good tracking and segmentation
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Forces/faiblesses des snakes

O Forces
O  Faible complexité
O  tntroduction facile de connaissances a priori

O  Gére aussi bien des contours ouverts gue fermeés

0O Falblesses

O  La sélection des paramétres et La para métrisation du contour
tnfluencent Le résultat de La segmentation

Treés sensible aux conditlons Lnitiales /)

Ne permet pas de changement de topologie
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Level-set

ntrodult dawns Le domaine de la dynamique des fluides ( Osher-Sethian £7)

Le probléme est traité a partiv d'une dimension plus grande

La wméthode de Level-set représente La courbe sous forme de
surface tmplictte: . : ,
& P elz,y.t) : R? x [0,T) - R

Rul est dérivée a partir du contour initial selow La condition

sulvante:

C(p,0) ={(z,y) : p(x,9,0) = 0}

C est décrit via le niveaw o d'une fonetion @ d'ordre supériewr




Choix pour @: distance signée au front y(0)

—d(z,y,7) si (x,y) a lintérieur du front
v =k el si (z,y) sur le front
—d(z,y,7) si (x,y) en dehors
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Segmenter avec les level-sets

O nitialiser le front y(0)

O caleuler @ (x, 5'0)

O (térer:

P ytt1) = Qlxyt) + A QPlxyt)

Jusqu’a convergence

O Marquer le front y(t,, ;)




Level-set: forces/faiblesses

0 Forces
O  outil élégant pour suivre des interfaces en mouvement
O  Gére le changement de topologie (division cellulaire)

O Détecte les obJ’ets entrant

O Faiblesses
O  Forte compLe)(i,té, Tewmps de caleuls 'meortawt
O Approximatiows numérigues

O  Cownfusion pour des objets proches




De nombreuses variantes

O Geodestie active contowr/region
O qradient vector Flow

0 MuLtL—plnase

O shape Prior

B :
Paraglos




= Cell Shape and Motility

Tracking deformable cells in 3D+t

* One level set function for each object with a penalty for overlaps:

E(é1,..., ¢n,co,cl,1,...,cl,n):///Qf: [a95(¢i)|v¢i|
1=1

+ArH (¢:)(I — cr3)
+22 T[(1 - H(@:)I - co)?

=

Penalty for surface
overlaps

Handling touching cells Handling cell division

Dufour, A., Tashbacsh, S., Guillén, N., Olivo-Marin, J.-C., Zimmer, C., IEEE Trans. lmage Processing (2005) .,

25 ‘:y




Initialisation

Level-set




3D-Active Meshes

M surface discréte définie par une liste de noeud
3D v; = (x4,yi,2;) dans e R3

Les noeuds sont reliés pour former un triangle
(ensemble fermé, oriente), appelé facette

Re-paramétrisation efficace
Gestion des opérations topologiques

Qe RY —[0,1]

E(ROTL)Cln) — )\0/ |I — CQ|2dQ
Ry

+3 i ordo+ o [ 1= el
1=0 ¢ '

(]

n

2
B ooy
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Dufour, A., Thibeaux R., Labruyére E., Guillén, N., Olivo-Marin, J.-C. IEEE Trans. Image Processing (2011) o
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Applications (I)

@ 2b phase-contrast microscopy

= Motility distribution of €. histolytica cells

I Control
B CPAK +

Trajectory

. 4 .
Trajzgctory dlamoeter (mlc?gns) 80




Applications (1)

Awnalyse de L'ortentation
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Analyse des trajectoires: Mean
Square Displacement (MSD)

dépLacemew’cs

quadratiques moyen MSD(m):<|r(t)—r’2>=l}" (mle 1))
pendant Bt nia

m: mombre maximeum de poiwts permi,s pour le caleul du MSD
w: nmombre de poiwts pour moyenner




Analyse des trajectoires: Mean
Square Displacement (MSD)
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Applications (ll)

@ 2b fluorescence microscopy

- Motlon nature determination

Mean Square Displacement Instant Speed of tracks
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Myosin Il mutants (diffusive)




Applications (llI)

@ 3P fluorescence microscopy

= Study of 3D shape and motility




Other applications

- Segmentation of clustered cells

7
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HEK cells Labeled with HCs cellMask Detection results

Automated nuclel extraction
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