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Résuḿe – De nouveaux algorithmes d’analyse d’images pour détecter et mesurer un réseau vasculairèa partir d’images de coupes histolo-
giques śeriées obtenues par microscopie optique sont présent́es. Apr̀es avoir extrait les vaisseaux sanguins, les images binaires résultantes sont
recaĺees et empiĺees pour reconstruire l’image du réseau vasculaire tridimensionnel. La méthode d́evelopṕeeévalue quantitativement différents
param̀etres de la ǵeoḿetrie vasculairèa partir des images̀a deux et̀a trois dimensions. Ces mesures permettent de caractériser 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 sections
obtained by optical microscopy are presented. After extraction of the blood vessels, the resulting binary images are registered and stacked
to reconstruct the tridimensional vascular network image. The developed method evaluates quantitatively different parameters of the vascular
geometry from images at two and three dimensions. These measurements allow characterizing the process of stimulation/inhibition of the
vascular structure.

1 Introduction

L’angiogeǹese est le processus biologique par lequel de nou-
veaux vaisseaux sanguins se formentà partir de vaisseaux pré–
existants [1]. Ce processus, illustré par la figure 1, est essen-
tiel au d́eveloppement normal des tissus en assurant l’apport
d’oxygène et eńeléments nutritifs et l’́elimination des d́echets
du métabolisme cellulaire. Elle est particulièrement importante
et indispensable dans divers processus physiologiques tels que
le développement embryonnaire, l’implantation, la placenta-
tion [2] mais aussi pathologiques, comme dans le cas du can-
cer òu elle est essentiellèa la croissance tumorale [3] [4]. La
géoḿetrie de la nouvelle vascularisation reflète le processus
de l’angiogeǹese et peut changer considérablement. Le ŕesultat
du processus de l’angiogenèse est ǵeńeralement caractériśe par
l’aire relative occuṕee par les vaisseaux sanguins dans des coupes
histologiques.

Le but de ce travail est de développer une ḿethode assistée
par ordinateuŕevaluant quantitativement différents param̀etres
de la ǵeoḿetrie vasculaire en utilisant des coupes histologiques.

2 Matériels et méthodes

2.1 Microscopie

Les coupes histologiques sont observées avec un microscope
optique Zeiss Axiovert 25̀a un grossissement 25 fois.

FIG. 1: angiogeǹese

2.2 Traitement d’images

Les logiciels utiliśes pour ŕealiser ce travail sont les suivants :
(a) APHELION v.3.2 pour le traitement d’imagesà 2D, la re-
construction 3D et les mesuresà 2D età 3D, (b) MATLAB
v.6.5. pour le recalage des images, indispensable avant d’effec-
tuer la reconstruction 3D des réseaux vasculaires, et l’analyse
statistique des résultats. L’algorithme d́evelopṕe pourrait aussi
être impĺement́e sans difficult́e dans tout autre logiciel conte-
nant les outils de base d’analyse d’images.

3 Résultats et discussion

3.1 Traitements d’images

La figure 2 donne un exemple d’image correspondantà une
coupe histologique. Dans ce travail, nous nous intéressons̀a la
détection et la quantification des vaisseaux sanguins. L’algo-



FIG. 2: exemple de coupe histologique

rithme utiliśe pour extraire les vaisseaux sanguins est résuḿe
dans l’organigramme de la figure 3. Il est important de no-
ter que la diversit́e des images du point de vue de leur appa-
rence et de leur qualité rend difficile d’́etablir un programme
compl̀etement automatique. Cependant, nous avons dévelopṕe
un programme paraḿetrique semi-automatique qui requiert l’in-
teraction de l’utilisateur par l’interḿediaire de bôıtesà dialogue
à différenteśetapes du traitement.

Une difficult́e majeure dans la détection des vaisseaux san-
guinsà partir de coupes histologiques est la position des vais-
seaux par rapport au plan de la coupe. En effet, un vaisseau
perpendiculairèa ce plan sera représent́e par une forme cir-
culaire sur l’image, contrairementà un vaisseau parallèle qui
apparâıtra sous une forme longiligne. L’algorithme permettant
l’extraction des vaisseaux, représent́e par l’organigramme de
la figure 3, áet́e conçu en tenant compte de ce problème. Il se
compose de troiśetapes.

La premìereétape a pour objectif d’extraire la majorité des
vaisseaux circulaires et longilignes. Les résultats interḿediaires
successifs sont montrés dans la figure 3 (Images 1a–1b) et les
diff érentes oṕerations sont d́etaillées ci-dessous.

– Une d́etection de contour est réaliśee en appliquant un
gradient de Sobel [5]̀a l’image d’entŕee. L’oṕerateur uti-
lisé pour calculer le gradient de Sobel extrait les pixels
dont les amplitudes du gradient obtenues par les noyaux
de Sobel sont au moinśegales au seuil d́efini. Cela im-
plique donc de choisir un seuil. Vu les grandes variations
d’intensit́e de luminosit́e, l’utilisateur choisit le seuil in-
teractivement, ce qui permet une meilleure détection des
vaisseaux en fonction de l’image traitée.

– Un algorithme de seuillage automatique (figure 3, 1a)
est ensuite utiliśe pour maximiser le contraste global des
contours [6]. Cet oṕerateur śelectionne automatiquement
les seuils qui maximisent le contraste moyen global des
contours d́etect́es par les seuils d’un côté à l’autre de
l’image. Il est appliqúe ŕecursivement, śelectionnant les
seuils suppĺementaires en ignorant les contours détect́es
par les seuils pŕećedemment śelectionńes. Ces seuils sont
alors appliqúes sur l’image de d́epart. Cet algorithme uti-
lise l’information locale au lieu de l’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 l’́eclairage du microscope.

– Pour d́etecter les vaisseaux comme des régions sur les-
quelles nous pourrons par la suite calculer une série de
mesures, l’algorithme de segmentation par ligne de par-
tage des eaux, appelé (( watershed)), est appliqúe [7] (fi-
gure 3, 1b).

La deuxìemeétape d́etecte les vaisseaux sanguins circulaires.
Les ŕesultats interḿediaires successifs sont montrés dans la fi-
gure 3 (Images 2a–2d) et les différentes oṕerations sont d́etaillées
ci-dessous.

– Cetteétape commence par une soustraction de l’image
de sortie de la premièreétapèa l’image d’entŕee. L’image
résultante conserve les vaisseaux qui restentà extraire.

– Un filtre médian [5] permet de réduire le bruit dans l’image.
Le voisinage utiliśe ici est un voisinage 5x5.

– Pour augmenter le contraste de l’image, un filtre mor-
phologique de contraste est appliqué. Ce filtre utilise un
élément structurant (disque de rayon 3).

– L’image est alors binarisée avec un seuil choisi inter-
activement (figure 3, 2a). Le seuillage utilisé ici est un
seuillage par bornes inférieure et suṕerieure [8]. L’image
résultante contient les vaisseaux sanguins recherchés ainsi
que des ŕegions ind́esirables.

– Une transformation de fermeture morphologique [9] a
pour but de remplir les régions entouŕees de contours
fermés. L’élément structurant utiliśe est un disque de rayon
2.



– L’application du watershed [7] extrait les vaisseaux cir-
culaires (figure 3, 2b).

– Les ŕegions ind́esirables restantes sont extraites plus loin
en reconstruisant l’image en utilisant l’image sourceérod́ee
comme marqueur (figure 3, 2c). Cette opérationérode
l’image 2b de la figure 3 et reconstruit l’image 2c de la
figure 3 sous celle-ci en effectuant des dilatations géod́e-
siques [9]. Cette oṕeration peut̂etre utiliśee dans les m̂emes
situations qu’une ouverture morphologique [9], mais a
l’avantage de pŕeserver les contours vu que la recons-
truction ŕecup̀ere ce qui áet́e perdu apr̀es l’érosion.

– 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 ŕegions ind́esirables̀a partir de l’image ŕesultant
du (( watershed)).

La troisìemeétape est optionnelle et peutêtre appliqúee par
l’utilisateur à travers une boı̂te à dialogue, si tous les vaisseaux
sanguins ne sont pas détect́es. Le ŕesultat de cettéetape est
montŕe dans la figure 3 (Image 3a).

– L’image de d́epart est l’image d’entrée à laquelle on a
soustrait les ŕesultats des deux premièresétapes (figure
3, 1b et 2d).

– Un seuillage interactif est alors utilisé. Il s’agit d’un seuillage
par bornes inf́erieure et suṕerieure [8].

Finalement, nous appliquons un OR logique entre les résultats
des troisétapes (figure 3, 1b, 2d et 3a). Cette image constitue
l’image binaire finale sur laquelle les mesures sont réaliśees.

3.2 Recalage d’images et reconstruction 3D

Lorsque les coupes histologiques sont réaliśees en forme śeriée,
on peut ŕealiser une reconstruction 3D de l’objetétudíe. Dans le
cas òu ces coupes ne sont pas alignées parfaitement, les images
en niveaux de gris correspondantes doiventêtre recaĺees. Ce
recalage des images successives est réaliśe manuellement en
utilisant des paires de points.

Pour recaler une image par rapportà une autre, on sélectionne
tout d’abord des points de repère par l’interḿediaire d’une in-
terface graphique illustrée à la figure 4 òu l’image de droite
est l’image de ŕeférence, et celle de gauche l’imageà reca-
ler. A partir des points de repère śelectionńes, la transforma-
tion géoḿetriqueà appliquer̀a l’image non recalée est d́eduite.
Parmi les diff́erents types de transformation possibles, notre
choix se limiteà une transformation rigide, c’est–à–dire une
transformation qui se compose uniquement de translation et de
rotation. Et enfin, cette transformation est appliquéeà l’image
à recaler.

Pour recaler toutes les images d’un mêmeéchantillon, cette
méthode de recalage est d’abord appliquée sur les deux premières
coupes en prenant la première comme image de référence. En-
suite, lorsque la deuxième image est recalée, la ḿethode est
à nouveau appliqúee sur la deuxième et la troisìeme coupe en
choisissant la deuxième image comme image de référence. Et
ainsi de suite.

Les images en niveaux de grisétant recaĺees, le programme
de traitement d’images (section 3.1) est appliqué sur ces images
pour obtenir les images binaires correspondantes. La recons-
truction tridimensionnelle peut alorŝetre ŕealiśee. Pour cela,

FIG. 4: interface pour śelectionner les points de repère

FIG. 5: exemple d’une reconstruction 3D

les images binaires des coupes histologiques successives sont
empiĺees et le ŕesultat est visualiśe. La figure 5 pŕesente un
exemple de reconstruction 3D d’un réseau vasculaire.

3.3 Mesures sur l’image

À titre d’exemple, des mesures réaliśeesà partir des images
2D et 3D de coupes histologiques de la partie maternelle du pla-
centa de souris d́eficientes ou non pour le gène PAI-1 (Inhibi-
teur des activateurs du plasminogène de type 1) sont présent́ees.
Elles permettent de caractériser le processus de l’angiogenèse.
Ce mod̀ele est utiliśe parce que la souris est le meilleur modèle
géńetique exṕerimental de mammifèreétudíe. De plus, les struc-
ture des placentas de souris et d’humain sont groupées dans la
même cat́egorie [10].

Les mesures suivantes ontét́e ŕealiśees : (a) la distribution de
surface des vaisseaux, (b) la distribution de surface de Crofton
des vaisseaux, (c) la distribution de volume des vaisseaux, (d)
la distribution de surface spécifique des vaisseaux, où la sur-
face sṕecifique est le rapport entre la surface de Crofton et le



volume, et (e) les densités surfacique et volumique des vais-
seaux, not́eesεs et ε respectivement. Une comparaison entre
les densit́es surfacique et volumique permet de déterminer l’ho-
moǵeńeité de la distribution des vaisseaux.
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