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| — Theme du Stage

1/ Cadre

Pierre Fabre : Inventeur de la Dermo-Cosmétique ;
Groupe fondeé en 1961 a Castres (Tarn) ;
Organisation : Répartition mondiale :

STA - @ . me=m

ndatiol
Fabre
Pierre Fabre
Participations

Pierre Fabre SA
Pierre Fabre Pierre Fabre Dermo-
‘Médicament Cosmétique ’
Google, .8

Differentes marques de produits :
Glytone, Avéene, Ducray, A-Derma, Elancyl, Galénic,
Klorane et René Furterer.
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2/ La peau

T

S

Pierre Fabre
Dermo-Cosmeétique

Organe le plus étendu ;
Multiples fonctions ;
3 structures tissulaires ;

Epiderme constitué a
90 % de Keératinocytes
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Pierre Fabre

3/ Techniques d’'Imagerie Ao

Microscopie par fluorescence ;

Fluorescence : émission de lumiere suite a
I'absorption d’énergie lumineuse.

Observation par marquage de structures ;

7 f Dapi
ol L /‘ "ﬂ Alexa 488
. gl -k I"\I Alexa 568
Plusieurs zones spect,rales 1 s
observables simultanément. 4 \\

&S00
‘Wawelength {nmj

Spectres d’émission de différents marqueurs
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3/ Techniques d’'Imagerie Ao

Exemple d'image

Camera
Pointer
O select

® Navigate
[ InMotion

Camera Type
_) Orthogonal

®) Perspective 4%

Draw Style

Ful Featured
[[] smooth Lines
Stereo

Center to Sele

Fit to Selecti

ide all Channels

[] select all ch
Settings - DAPI
Min: 0,00

Max: | 333,83
Gamma: | 1,32

B ][] [

Opadity: | 100,00%

Auto Blend

L
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4/ Objectifs D e

Evaluation des différents outils & disposition ;
Travail sur I'analyse de la qualité des images ;

Décompte des cellules de Langerhans et des noyaux
des Kératinocytes ;

Segmentation des cellules et des noyaux.
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Il - Contenu du stage
Format des données

Outils a disposition
Analyse de la qualité des images
Décompte

Segmentation

Antoine Burie 8



T
Il = Contenu du stage S

1/ Format des données LN

Données et métadonnées stockées dans des Bio-Formats
(.tif, .nd2, .oib) ;

Niveaux de gris en 12 bits
oD :[x,y,z,c,t];

Problemes :

Marqueurs granuleux
et discontinus

Dendrites
Maillages des noyaux
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2/ Outils a disposition D e
ImageJ Matlab
Bio-Format 3D Volume i -
° .orma Viewer ; ‘ ‘
3D Viewer ‘
3D Object Counter _ ' -
3D Segmentation .

File Edit Image Process Analyze Flugins Window Help
B ola|o < [N Ala|o)s] == s]als] | |- S
Irnaged 1.48s; Java 1.7.0_55 [32-bit]; 562 comman ds; 74 mactos ey

Avizo Fire g

Spot
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3/ Etude de la qualité des Images i A T

3.1 — Estimation du niveau de bruit
3.2 — Snr (Rapport Signal sur Bruit)
3.3 — Photoblanchiment

3.4 — Moyennage d'Images
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3/ Etude de la qualité des Images L.

—#— Moise Level Evaluation
Moise Estimation
—+— SNR Auto
—#— SNR norm
—#— SNR Threshold
SNR ThreshaldCorrected
—#— SNR ThresholdCorrected2 (Hysteresis)

45—

i | | | | | | | |

0 4 10 15 20 25 30 35 40
Level of gaussian noise added (noisylmg = img + randn(size(img)) * noiselw)
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3/ Etude de la qualité des Images
3.1 - Estimation du niveau de bruit

T
B

) Pierre Fabre
Dermo-Cosmeétique

Meéthode 1

Adaptation de la somme des

valeurs absolues du Laplacien.

« Fast Noise Variance
Estimation », Computer Vision
and Image Understanding,
Vol. 64, No. 2, pp. 300-302,

Sep. 1996

Méthode 2

Textures détaillées non
considérées comme du bruit.

Noise Level Estimation Using
Weak Textured Patches of a
Single Noisy Image

Auteurs : Xinhao Liu,
Masayuki, Tanaka and
Masatoshi Okutomi

Antoine Burie
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3/ Etude de la qualité des Images e S
3.2 — Snr (Rapport Signal sur Bruit)

Snr 20*log( moyenne(Signal)/écartType(bruit) )

Snr mask = seuillageAHysteresis(image, seuill, seuil2))
V6 snr = 20*log(moyenne(image(mask))/déviationStandard(image(~mask)))

ur Dapi, A = 400-492 nm  Canal 2, Alexa 488, A = 500-550 nm Canal 4, Alx 568, A =608-655 nm
Antoine Burie 14
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3/ Etude de la qualité des Images L T

3.3 — Photoblanchiment

Moyenne des intensités du volume défini par seuillage a Hysteresis
(en pourcentage)

Photoblanchiment :
Dégradation de
I'’échantillon a cause
du laser par
exemple.

Pourcentage de la moyenne initiale du signal
o
o

o

80"

[2)]
o
T

A
o
\

N
o
T

——Puissance 1,5
---Puissance 2,5
~+Puissance 4

Canal 4, Alx 568, A = 608-655 nm
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Pierre Fabre

3/ Etude de la qualité des Images L.
3.4 — Moyennage d’'images

But : évaluer 'influence .. ...
du moyennage
d'images.

Test sur I'image
coins.png bruitée n fois.

Observations :

Nette augmentation en
utilisant jusque 11

images (de 20,5 a 26 | :
avec pour but 27,5)

—+— ShR reconstitution
— 3NR image bruitée (erviron)

20 L
0 50 100 150
Mombre dimages utilisées pour faire la moyenne

On tend bien vers le
snr initial.
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4/ Décompte cellules de Langerhans P AL

Plugin 3D Object Counter -
(ImagedJ) .
Taille minimale ;

Taille maximale ;
Seull ;

Espace choisi :
(TailleMin,Seuil) 1

Rapport :
NbbienPIacés/ Antoine Bur e
maX(meanuelaNbplugin)
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4/ Décompte cellules de Langerhans L P T

Cellules problématiques :

Mais erreur < 5 % :
-> Acceptable

Estimation : 50 cellules de Langerhans (1 par 50.103 um?)
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4/ Décompte cellules de Langerhans L T
S R . > P004_20131002 (bis
Plages de R « PO05 o)
R 1400+ . s 33 .
parametres non 1 g s - P003
superposables. : $ ¢ ° P004_20130930
Perp 12007 ¢ ¢ | : > P002 avec 1 erreur
5 sets de 1000+ 38
données = SR
différents. 800F 358
soof | & §1ii
Méme intensité w34
moyenne. 400 5 S SRR N S S ) S
n : s 208 | | i i | |
Méme intensité 00 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Threshold
Plage de parameétres sur différents sets de données

maximale.

Solution automatique difficilement envisageable.
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5/ Décompte des noyaux des Kératinocytes L T

Noyaux des Keratinocytes ;

Antoine Burie 20
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Pierre Fabre

5/ Decompte des noyaux des Kératinocytes Dermo: Cosmeétiaue

3 methodes d’estimation du nombres de noyaux :

Méthode 1 Positionnement manuel des noyaux environ 1250 cellules

. Estimation par le volume moyen d’un
Méthode 2 noyau

environ 2030 cellules

Méthode 3 Estimation par nombre de noyaux dans

environ 1460 cellules
un sous-volume

(Méthode 2 la plus fiable)

Estimation : environ 1950-2050 noyaux : 1 par 1,3*103 ym3
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6/ Segmentation des cellules de Langerhans Dero Cosmbaalie

Filament tracer :
Taille maximale d’'une dendrite ;
Taille minimale d’'une dendrite ;

Espace maximal entre deux
dendrites.

Gros grain :

Sum

Antoine Burie 22
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Pierre Fabre

6/ Segmentation des cellules de Langerhans

Unmixing des canaux :

Utiliser le canal principal
du marqueur pour
diminuer sa présence dans
un canal ou sa présence
est non souhaitée.

700 800 400

200 400 500 &00
Wawelength {hrm)

Spectres d’émission de différents marqueurs
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7/ Segmentation des noyaux des Kératinocytes L1 S T

2 modules d’'Imaris :
Volume

Yo ragePcminy P Suoen Jiiage S
H E . B e - b
B . Z2
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7/ Segmentation des noyaux des Kératinocytes Derme- Gosmetiaue

Détection de centres grace a une erosion modifiee:
Version 2D

Masque a Hysteresis Ouverture logique Résultat de I'érosion modifiée
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) Pierre Fabre
Dermo-Cosmeétique

Analyse des outils

Etude des images

Segmentation des cellules de Langerhans

Estimation du nombre de noyaux de Kératinocytes.
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Annexes

Comparaison du principe d’absorption monophotonique et multiphotonique

Excitation
photon

VWA,

One-photon
excitation

First electronic
excited state

‘LLL‘ Emission Bxcitation

photon photons
VWA, MWW\ <
HRuorescence Two-photon
emission excitation

Bectronic
ground state

Vibrational
~ relaxation

Emission
photon

VWA,

Fuorescence
emission

Vibrational
states

(b)
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