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Résumé —De nouveaux algorithmes d’analyse d’'images pokedter et mesurer u@seau vasculaira partir d'images de coupes histolo-
giques &riées obtenues par microscopie optique soas@nés. Apes avoir extrait les vaisseaux sanguins, les images bin&se#tantes sont
recabes et empées pour reconstruire I'image déeseau vasculaire tridimensionnel. L&timode @velopg@eévalue quantitativement défents
paranetres de la gonetrie vasculairé partir des imagea deux efa trois dimensions. Ces mesures permettent de éaisert le processus de
stimulation/inhibition de la structure vasculaire.

Abstract — New image processing algorithms for the detection and measurement of a vascular network from images of histological section:
obtained by optical microscopy are presented. After extraction of the blood vessels, the resulting binary images are registered and stack
to reconstruct the tridimensional vascular network image. The developed method evaluates quantitatively different parameters of the vascul
geometry from images at two and three dimensions. These measurements allow characterizing the process of stimulation/inhibition of tt
vascular structure.

1 Introduction

L'angiogerese est le processus biologique par lequel de nou-
veaux vaisseaux sanguins se formepartir de vaisseaux @r
existants [1]. Ce processus, illustpar la figure 1, est essen-
tiel au ceveloppement normal des tissus en assurant I'apport
d’oxygene et erelements nutritifs et Blimination des @chets
du métabolisme cellulaire. Elle est particéglement importante
et indispensable dans divers processus physiologiques tels que
le développement embryonnaire, I'implantation, la placenta-
tion [2] mais aussi pathologiques, comme dans le cas du can- FiG. 1: angiogepse
cer ai elle est essentiella la croissance tumorale [3] [4]. La
geonetrie de la nouvelle vascularisation et le processus 2.2 Traitement d’images
de I'angiogelse et peut changer conasidblement. Leésultat

du processus de I'angiogese est gréralement caragtise par Les logiciels utili€s pour ealiser ce travail sont les suivants :
I'aire relative occupe par les vaisseaux sanguins dans des couf?ésAPHEUON v.3.2 pour le trf';utemen:[ d'images2D, la re-
histologiques. construction 3D et les mesurés2D eta 3D, (b) MATLAB

Le but de ce travail est detdelopper une &thode assiée v.6.5. pour le recalage des images, indispensable avant d’effec-
par ordinateuévaluant quantitativement déffents paragtres  tuer la reconstruction 3D degseaux vasculaires, et I'analyse

de la gonetrie vasculaire en utilisant des coupes histologiquestatistique desasultats. L'algorithme @velopg pourrait aussi
etre impemené sans difficu dans tout autre logiciel conte-

nant les outils de base d’analyse d'images.

2 Matériels et méthodes 3 Reésultats et discussion

21 Microscopie 3.1 Traitements d'images

La figure 2 donne un exemple d’'image correspon@ambe
Les coupes histologiques sont obsss avec un microscope coupe histologique. Dans ce travail, nous nousriegésons la
optique Zeiss Axiovert 2a un grossissement 25 fois. détection et la quantification des vaisseaux sanguins. L'algo-



F1G. 2: exemple de coupe histologique

rithme utilie pour extraire les vaisseaux sanguins esting
dans l'organigramme de la figure 3. Il est important de no-
ter que la diversé des images du point de vue de leur appa-
rence et de leur quaditrend difficile détablir un programme
compktement automatique. Cependant, nous avénsldpe
un programme para@trique semi-automatique qui requiertI'in-
teraction de l'utilisateur par I'intergdiaire de biiesa dialogue

a differentestapes du traitement.

Une difficultt majeure dans laédection des vaisseaux san-
guinsa partir de coupes histologiques est la position des vais-
seaux par rapport au plan de la coupe. En effet, un vaisseau
perpendiculaireéd ce plan sera repsengé par une forme cir-
culaire sur I'image, contrairemestun vaisseau parale qui
apparétra sous une forme longiligne. L'algorithme permettant
I'extraction des vaisseaux, ré&gmeng par I'organigramme de
la figure 3, @&&té concu en tenant compte de ce péshe. Il se
compose de troiétapes.

La preméreétape a pour objectif d’extraire la maj@ides
vaisseaux circulaires etlongilignes. Lésultats interradiaires
successifs sont moi@s dans la figure 3 (Images la—1b) et le
différentes oprations sont etaillées ci-dessous.

— Une cktection de contour eséali$e en appliquant un
gradient de Sobel [3 I'image d’entée. L'operateur uti-
lisé pour calculer le gradient de Sobel extrait les pixels
dont les amplitudes du gradient obtenues par les noyaux
de Sobel sont au moiregales au seuilé&fini. Cela im-
pligue donc de choisir un seuil. Vu les grandes variations
d’intensi€ de luminosk, I'utilisateur choisit le seuil in-
teractivement, ce qui permet une meilleuédattion des
vaisseaux en fonction de I'image tiét

— Un algorithme de seuillage automatique (figure 3, 1a)
est ensuite utili8 pour maximiser le contraste global des
contours [6]. Cet oprateur &lectionne automatiqguement
les seuils qui maximisent le contraste moyen global des
contours @tecés par les seuils d'undté a I'autre de
l'image. Il est appligé récursivement,&ectionnant les
seuils sup@mentaires en ignorant les contougtetés
par les seuils riedemmenté&lectionrés. Ces seuils sont
alors appligés sur I'image deé&part. Cet algorithme uti-
lise I'information locale au lieu de I'histogramme glo-
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FiG. 3: organigramme du traitement pour extraire les vaisseaux
sanguins

bal, ce qui implique qu’il est moins sensible au manque
d’'uniformité de Ieclairage du microscope.

— Pour ctecter les vaisseaux comme déegions sur les-

guelles nous pourrons par la suite calculer uamgesde
mesures, l'algorithme de segmentation par ligne de par-
tage des eaux, appel watershed, est appligé [7] (fi-
gure 3, 1b).

La deuxemeétape étecte les vaisseaux sanguins circulaires.
Les tésultats interradiaires successifs sont magrdans la fi-
Sgure 3 (Images 2a-2d) et les @iféntes oprations sontétaillees
ci-dessous.

Cetteétape commence par une soustraction de I'image
de sortie de la prerareétapea I'image d’entée. L'image
résultante conserve les vaisseaux qui restandtraire.

Un filtre médian [5] permet degduire le bruit dans I'image.
Le voisinage utilig ici est un voisinage 5x5.

Pour augmenter le contraste de I'image, un filtre mor-
phologique de contraste est appkqgCe filtre utilise un
élement structurant (disque de rayon 3).

L'image est alors binarge avec un seuil choisi inter-
activement (figure 3, 2a). Le seuillage u@igi est un
seuillage par bornes iafieure et sugrieure [8]. Limage
résultante contient les vaisseaux sanguins reckei@imsi
gue desé&gions in@sirables.

Une transformation de fermeture morphologique [9] a
pour but de remplir leségions entowres de contours
fermés. L'element structurant utilesest un disque de rayon
2.



— Lapplication du watershed [7] extrait les vaisseaux cir-
culaires (figure 3, 2b).
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— Les Egions in@sirables restantes sont extraites plus |0ir g

en reconstruisant 'image en utilisant 'image sougoecke
comme marqueur (figure 3, 2c). Cetteéoption érode

image 2b de la figure 3 et reconstruit I'image 2c de la§i §

figure 3 sous celle-ci en effectuant des dilatatiopsdg-

siques [9]. Cette agration peuétre utili€e dans les Bmes §s

situations qu’une ouverture morphologique [9], mais a
'avantage de mserver les contours vu que la recons-
truction 'ecupere ce qui &té perdu apEs I'erosion.

— Un OR exclusif logique (XOR) (figure 3, 2d) est alors ap-
pliqué entre les images 2b et 2c de la figure 3 pour sous
traire les egions in@sirables partir de 'imageé&sultant
du « watershed.

La troisikmeétape est optionnelle et petire appligée par
I'utilisateur a travers une Kte a dialogue, si tous les vaisseaux
sanguins ne sont pagidces. Le esultat de cett@tape est
mont€ dans la figure 3 (Image 3a).

— Limage de @part est 'image d’enée a laquelle on a
soustrait les&sultats des deux preanesétapes (figure
3, 1b et 2d).

— Un seuillage interactif est alors utiisll s’agit d’'un seuillag
par bornes iréfirieure et su@rieure [8].

Finalement, nous appliquons un OR logique entredsaltats
des troisétapes (figure 3, 1b, 2d et 3a). Cette image constitu
I'image binaire finale sur laquelle les mesures séatiges.

3.2 Recalage d'images et reconstruction 3D

Lorsque les coupes histologiques s@#lies en formeésiée,
on peut éaliser une reconstruction 3D de I'obgtidé. Dans le
cas @ ces coupes ne sont pas abgs parfaitement, les images
en niveaux de gris correspondantes doiv&mé recades. Ce
recalage des images successives @sli€ manuellement en
utilisant des paires de points.

Pour recaler une image par rappétine autre, orgdectionne
tout d'abord des points de rege par I'interngédiaire d’'une in-
terface graphique illuste & la figure 4 @ I'image de droite
est 'image de &féerence, et celle de gauche I'imagereca-
ler. A partir des points de répe €lectionres, la transforma-
tion géonetriquea applique’ I'image non recdle est éduite.
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FiG. 4: interface pour@ectionner les points de rege

FIG. 5: exemple d’'une reconstruction 3D

les images binaires des coupes histologiques successives sont
empilées et le @sultat est visuales La figure 5 pesente un
exemple de reconstruction 3D d’'ueseau vasculaire.

Parmi les diférents types de transformation possibles, notrey 3 Mesures sur limage

choix se limitea une transformation rigide, c’est—dire une

transformation qui se compose uniquement de translation et deA titre d’exemple, des mesuresali®esa partir des images

rotation. Et enfin, cette transformation est appliga I'image
arecaler.

Pour recaler toutes les images d'u@mmeéchantillon, cette
méthode de recalage est d’abord appigsur les deux preksies
coupes en prenant la prezné comme image défrence. En-
suite, lorsque la deuame image est redzd, la néthode est
a nouveau applicge sur la deuime et la troime coupe en
choisissant la deu&me image comme image deférence. Et
ainsi de suite.

Les images en niveaux de gégant recdes, le programme
de traitement d'images (section 3.1) est apgiqur ces images

2D et 3D de coupes histologiques de la partie maternelle du pla-
centa de souriséficientes ou non pour leege PAI-1 (Inhibi-
teur des activateurs du plasmirgoge de type 1) sont @senées.
Elles permettent de car&eiser le processus de I'angiogse.
Ce moctle est utili& parce que la souris est le meilleur retel
gérétique exgrimental de mamméfreétudi. De plus, les struc-
ture des placentas de souris et d’humain sont greslans la
méme catgorie [10].

Les mesures suivantes @ réalies : (a) la distribution de
surface des vaisseaux, (b) la distribution de surface de Crofton
des vaisseaux, (c) la distribution de volume des vaisseaux, (d)

pour obtenir les images binaires correspondantes. La recons-distribution de surface ggifique des vaisseauxyuda sur-

truction tridimensionnelle peut aloétre €alie. Pour cela,

face s@cifique est le rapport entre la surface de Crofton et le



volume, et (e) les den&s$ surfacique et volumique des vais-
seaux, ndese, et e respectivement. Une comparaison entre
les densits surfacique et volumique permet daetminer I'ho-
mogereité de la distribution des vaisseaux.
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