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RESUME

La réplication de PADN est un processus complexe géré par une multitude d’interactions
moléculaires permettant une transmission précise de I'information génétique de la cellule mere
vers les cellules filles. Parmi les facteurs pouvant porter atteinte a la fidélité de ce processus,
on trouve le Stress Réplicatif. 1l s’agit de I'ensemble des phénomenes entrainant le ralen-
tissement voire l'arrét anormal des fourches de réplication. S’il n’est pas maitrisé, le stress
réplicatif peut causer des ruptures du double brin d’ADN ce qui peut avoir des conséquences
graves sur la stabilité du génome, la survie de la cellule et conduire au développement de

cancers, de maladies neurodégénératives ou d’autres troubles du développement.

Il existe plusieurs techniques d’imagerie de ’ADN par fluorescence p ermettant I’évaluation
de la progression des fourches de réplication au niveau moléculaire. Ces techniques reposent
sur I'incorporation d’analogues de nucléotides tels que chloro- (CldU), iodo- (IdU), ou bromo-
deoxyuridine (BrdU) dans le double brin en cours de réplication. L’expérience la plus clas-
sique repose sur l'incorporation successive de deux types d’analogues de nucléotides (IdU et
CldU) dans le milieu cellulaire. Une fois ces nucléotides exogenes intégrés dans le double
brin de I’ADN répliqué, on lyse les cellules et on répartit ’ADN sur une lame de microscope.
Les brins contenant les nucléotides exogenes peuvent étre imagés par immunofluorescence.
L’image obtenue est constituée de deux couleurs correspondant a chacun des deux types
d’analogues de nucléotides. La mesure des longueurs de chaque section fluorescente permet
la quantification de la vitesse de progression des fourches de réplication et donc I’évaluation

des effets du stress réplicatif.

La mesure de la longueur des fibres fluorescentes d’ ADN est généralement réalisée manuelle-
ment. Cette opération, en plus d’étre longue et fastidieuse, peut étre sujette a des variations
inter- et intra- opérateurs provenant principalement de différences dans le choix des fibres.
La détection des fibres d ’ADN e st d ifficile ¢ ar ¢ es d ernieres s ont s ouvent f ragmentées en
plusieurs morceaux espacés et peuvent s’enchevétrer en agrégats. De plus, les fibres sont
parfois difficiles a distinguer du bruit en arriere plan causé par les liaisons non-spécifiques

des anticorps fluorescents.

Malgré la profusion des algorithmes de segmentation de structures curvilignes (vaisseaux
sanguins, réseaux neuronaux, routes, fissures sur b éton...), trés p eu de t ravaux s ont dédiés
au traitement des images de fibres d’ADN. Nous avons mis au p oint un algorithme intitulé
ADFA (Automated DNA Fiber Analysis) permettant la segmentation automatique des fibres
d’ADN ainsi que la mesure de leur longueur respective. Cet algorithme se divise en trois

parties :
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(i) Une extraction des objets de I'image par analyse des contours. Notre méthode de
segmentation des contours se basera sur des techniques classiques d’analyse du gradient
de I'image (Marr-Hildreth et de Canny).

(i) Un prolongement des objets adjacents afin de fusionner les fibres fragmentées. Nous
avons développé une méthode de suivi (tracking) basée sur l'orientation et la continuité

des objets adjacents.

(iii) Une détermination du type d’analogue de nucléotide par comparaison des couleurs.
Pour ce faire, nous analyserons les deux canaux (vert et rouge) de I'image le long de

chaque fibre.

Notre algorithme a été testé sur un grand nombre d’images de qualité variable et acquises a
partir de différents contextes de stress réplicatif. La comparaison entre ADFA et plusieurs
opérateurs humains montre une forte adéquation entre les deux approches a la fois a I’échelle
de chaque fibre et a I’échelle plus globale de I'image. La comparaison d’échantillons soumis
ou non soumis a un stress réplicatif a aussi permis de valider les performances de notre
algorithme. Enfin, nous avons étudié I'impact du temps d’incubation du second analogue de

nucléotide sur les résultats de 1'algorithme.

Notre algorithme est particulierement efficace sur des images contenant des fibres d’ADN
relativement courtes et peu fractionnées. En revanche, notre méthode de suivi montre des
limites lorsqu’il s’agit de fusionner correctement de longues fibres fortement fragmentées et
superposées a d’autres brins. Afin d’optimiser les performances d’ADFA, nous recommandons
des temps d’incubation courts (20 & 30 minutes) pour chaque analogue de nucléotide dans le
but d’obtenir des fibres courtes. Nous recommandons aussi de favoriser la dilution des brins

sur la lame de microscope afin d’éviter la formation d’agrégats de fibres difficiles a distinguer.

ADFA est disponible en libre acces et a pour vocation de servir de référence pour la mesure

des brins d’ADN afin de pallier les problemes de variabilités inter-opérateurs.
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ABSTRACT

DNA replication is tightly regulated by a great number of molecular interactions that ensure
accurate transmission of genetic information to daughter cells. Replicative Stress refers to all
the processes undermining the fidelity of DNA replication by slowing down or stalling DNA
replication forks. Indeed, stalled replication forks may “collapse” into highly-genotoxic double
strand breaks (DSB) which engender chromosomal rearrangements and genomic instability.
Thus, replicative stress can constitute a critical determinant in both cancer development and
treatment. Replicative stress is also implicated in the molecular pathogenesis of aging and

neurodegenerative disease, as well as developmental disorders.

Several fluorescence imaging techniques enable the evaluation of replication forks progression
at the level of individual DNA molecules. Those techniques rely on the incorporation of
exogene nucleotide analogs in nascent DNA at replication forks in living cells. In a typical
experiment, sequential incorporation of two nucleotide analogs, e.g., IdU and CldU, is per-
formed. Following cell lysis and spreading of DNA on microscopy slides, DNA molecules are
then imaged by immunofluorescence. The obtained image is made up of two colors corre-
sponding to each one of the two nucleotide analogs. Measurement of the respective lengths

of these labeled stretches of DNA permits quantification of replication fork progression.

Evaluation of DNA fiber length is generally performed manually. This procedure is laborious
and subject to inter- and intra-user variability stemming in part from unintended bias in the
choice of fibers to be measured. DNA fiber extraction is difficult because strands are often
fragmented in lots of subparts and can be tangled in clusters. Moreover, the extraction of

fibers can be difficult when the background is noised by non specific staining.

Despite the large number of segmentation algorithms dedicated to curvilinear structures
(blood vessels, neural networks, roads, concrete tracks...), few studies address the treatment
of DNA fiber images. We developed an algorithm called ADFA (Automated DNA Fiber
Analysis) which automatically segments DNA fibers and measures their respective length.

Our approach can be divided into three parts:

1. Object extraction by a robust contour detection. Our contour segmentation method

relies on two classical gradient analyses (Marr and Hildreth, 1980; Canny, 1986)

2. Fusion of adjacent fragmented fibers by analysing their continuity. We developped a

tracking approach based on the orientation and the continuity of adjacent fibers.
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3. Detection of the nucleotide analog label (IdU or CldU). To do so, we analyse the color
profile on both channels (green and red) along each fiber.

ADFA was tested on a database of different images of varying quality, signal to noise ratio,
or fiber length which were acquired from two different microscopes. The comparison between
ADFA and manual segmentations shows a high correlation both at the scale of the fiber
and at the scale of the image. Moreover, we validate our algorithm by comparing samples
submitted to replicative stress and controls. Finally, we studied the impact of the incubation

time of the second nucleotide analog pulse.

The performances of our algorithm are optimised for images containing relatively short and
not fragmented DNA fibers. Our tracking methods may be limited when connecting highly
split fibers superimposed to other strands. Therefore, we recommend to reduce the incubation
time of each nucleotide analog to about 20-30 minutes in order to obtain short fibers. We
also recommend to foster the dilution of fibers on the slide to reduce clustering of fluorescent
DNA molecules.

ADFA is freely available as an open-source software. It might be used as a reference tool to

solve inter-intra user variability.
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CHAPITRE 1 INTRODUCTION

Chaque cellule de notre organisme transmet 'intégralité de son information génétique lors de
sa division en deux cellules filles. La cellule mere doit donc recopier fidelement les 6 milliards
de nucléotides constituant son ADN avant de se diviser. L’efficacité de la réplication de ’ADN
est cruciale car une simple erreur ou mutation peut avoir des conséquences importantes sur

I'organisme et/ou sa progéniture.

Le stress réplicatif est le ralentissement anormal voire I'arrét des fourches de réplication. Si
ce phénomene n’est pas résolu, il peut conduire a la rupture du double brin d’ADN et porter
atteinte a la stabilité du génome. La génotoxicité induite par le stress réplicatif est un des

facteurs de cancers, de maladies neurodégénératives ainsi que de troubles du développement.

Afin d’étudier la vitesse de progression des fourches de réplication, plusieurs techniques
d’imagerie fluorescente existent. Ces techniques reposent sur l'incorporation d’analogues
de nucléotides dans le milieu cellulaire. Une fois ces nucléotides intégrés dans le double brin
d’ADN, les cellules sont lysées, ’ADN est transférée sur une lame de microscope puis les brins
contenant les analogues de nucléotides sont imagés par immunofluorescence. La mesure de

la longueur des brins fluorescents permet de quantifier le stress réplicatif.

Aujourd’hui, les longueurs de ces brins sont mesurées manuellement en utilisant des outils
simples de manipulation d’image (eg. ImageJ). En plus d’étre fastidieuse et longue, une telle
quantification pose de nombreux problemes de reproductibilité inter et intra opérateur. A
notre connaissance, il n’existe qu’'un seul algorithme permettant la segmentation automatique
des brins d’ADN. Il repose sur 'extraction de structure curviligne par ’analyse de la hessienne
de I'image. Cependant, cet algorithme payant n’a pas été rendu disponible a la communauté

scientifique ce qui n’a pas permis une validation publique de ses performances.

L’objectif principal de notre étude est de proposer un logiciel en acces-libre permettant la

segmentation automatique des brins d’ADN et la mesure de leur longueur respective.

Dans la suite de ce chapitre, nous introduirons les connaissances de base en biologie molécu-
laire qui permettront de mieux comprendre les principes de 'imagerie de 'ADN. A la fin du

chapitre, nous présenterons la structure de la suite du mémoire.

1.1 Structure de PADN

L’acide désoxyribonucléique (ADN) est une macromolécule biologique présente dans les cel-

lules de tous les organismes vivants. Il s’agit d’une double hélice de deux brins enroulés I'un



autour de l'autre (Figure 1.1 -A). Chaque brin est un polymere formé par la succession de

blocs élémentaires appelés nucléotides.

Un nucléotide est constitué de 3 parties (Figure 1.1 B) : (i) Un sucre a cinq atomes de carbone
(numérotés 1’, 2°.....5") appelé désoxyribose. (ii) Un groupe phosphate relié au carbone 5’
du désoxyribose. (iii) une base azotée aussi appelée base nucléique liée au carbone 1’ du
désoxyribose. Les deux premiers éléments sont identiques pour tous les nucléotides. En
revanche, il existe quatre types de base nucléique : L’Adénine (A), Thymine (T), la Guanine
(G) et la Cytosine (C). La liaison entre deux nucléotides A et B d’'un méme brin d’ADN se
fait entre le groupe hydroxyl situé sur le carbone 3’ du désoxyribose du nucléotide A et le
groupe phosphate du nucléotide B (Figure 1.1 C). C’est 'ordre dans lequel se succedent ces

bases au sein de la molécule d’ADN qui constitue I'information génétique.

Les bases azotées de la molécule d’ADN sont situées dans la partie interne de la double hélice
alors que le désoxyribose et le groupe phosphate sont situés a l'extérieure (Figure 1.1 A,C).
L’appariement entre les deux hélices se fait donc entre les bases nucléiques des deux brins par
des liaisons hydrogenes ce qui entraine la formation de paires de base. Il existe deux types de
pairs de base : (i) L’appariement entre une Adénine (A) et une Thymine (T) par deux liaisons
hydrogenes et (ii) 'appariement entre une Cytosine (C) et une Guanine (G) par trois liaisons
hydrogenes. Ces deux types d’appariement canonique sont appelés pairs de base de "Watson-
Crick". En raison de cette complémentarité (A vs T et C vs G), 'information génétique
portée par I'un des brins de la double hélice d’ADN est également portée a l'identique sur
I’autre brin. Cette complémentarité entre bases joue un role important dans le mécanisme
de réplication de ’ADN.

1.2 Réplication de ’ADN

Durant la division cellulaire, la cellule meére se divise en deux cellules filles. Lors de cette
étape, toute 'information génétique de la cellule mere se transmet aux deux cellules filles.
Cela nécessite que ’ADN de la cellule mere soit dupliqué en amont de la division. Cette
phase de synthese (phase S) de I’ADN dans la cellule meére prend le nom de réplication de
I’ADN. Ce processus complexe fait intervenir de nombreuses réactions moléculaires que nous

résumons dans cette section.

L’ADN polymérase est une enzyme jouant un role crucial dans la réplication de I’ADN.
Chaque enzyme d’ADN polymérase se fixe sur un des deux brins d’ADN et synthétise le brin
complémentaire a partir des désoxyribonucléosides triphosphates présentes dans la cellule.

Cette synthese ne peut se faire que dans le sens 5° — 3’ du brin (ces 2 chiffres correspon-
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Figure 1.1 Structure de PADN : A- Molécule d’ADN structurée en double hélice (reproduit
d’apres : Genomics Education Programme). B- Structure d’un nucléotide. C- Architecture
de la double hélice I’ADN
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Figure 1.2 Réplication de ’ADN

dent aux numéros des carbones du désoxyribose) comme indiqué sur la figure 1.1-C. L’ADN
polymérase synthétise un nouveau brin a partir d’'un brin matrice préexistant : on dit que
la réplication de ’ADN est un processus semi-conservatif. Comme les deux brins matrices
d’ADN sont enroulés dans des sens opposés (de maniére anti-parallele), la synthese de ’ADN
le long de chaque brin se fait aussi dans des sens opposés. Le brin direct (or leading strand)
est le brin complémentaire du brin parental orienté 3’ vers 5’ (le « brin direct » est donc
orienté 5’ vers 3’). Le brin indirect est le brin complémentaire du brin parental orienté 5’
vers 3’ (le « brin indirect » est donc orienté 3’ vers 5’) . Contrairement au brin direct, le

brin indirect est synthétisé de maniere discontinue sous forme de fragments d’Okazaki (figure

1.2).

Pour que ’'ADN polymérase puisse se fixer sur un des deux brins de ’ADN, il faut que la
double hélice se désenroule (ie. que les deux brins complémentaires se séparent). Comme
la liaison entre les nucléotides complémentaires est tres stable, cette ouverture nécessite
I'intervention d’une protéine appelée ADN hélicase. Une fois fixée sur un brin d’ADN,
I'hélicase produit un travail mécanique en hydrolysant de I’Adénosine TriPhosphate (ATP)
ce qui permet son déplacement le long du brin ainsi que le désenroulement de la double
hélice. On appelle fourche de réplication (replication fork), la zone de la molécule d’ADN ou

I’hélicase est en train de séparer le double brin. Pour éviter que les simples brins s’apparient



a nouveau, des protéines appelées protéines SSB (Single-Strand Binding protein) ou protéine

de réplication A (RPA) chez les eukaryotes se fixent sur les simples brins.

La séparation des doubles brins commence a des endroits prédéfinis appelés origines de
réplication. Ces zones caractéristiques permettent l'initialisation du désenroulement de la
double hélice. Une cohorte de protéines dites initiatrices se fixent sur l'origine de réplication,
et enroulent ’ADN autour d’elles ce qui forme un complexe protéine-ADN. Ce complexe se
lie & une hélicase qui peut ainsi s’introduire sur un brin d’ADN initiant le désenroulement de
I’hélice et la séparation du double brin d’ADN.

Le désenroulement de la double hélice n’est pas suffisant pour que ’ADN polymérase puisse
initier la synthese du nouveau brin. En effet, TADN polymérase ne peut pas synthétiser
le nouveau brin sans la présence d'une terminaison OH-3’ libre. C’est pour cela qu’une
amorce de quelques nucléotides d’ARN est synthétisée par ’ADN primase en amont. Une
seule amorce est nécessaire pour le brin direct car sa synthese par ’ADN polymérase est
continue. En revanche, des amorces sont synthétisées régulierement le long du brin indirect
et sont prolongées par d’autres ADN polymérases : ce sont les fragments d’Okazaki. Une fois
la synthese de ’ADN terminée, les amorces d’ARN sont éliminées puis remplacées par des
bases d’ADN par ’enzyme ADN polymérase. Les différents fragments d’Okazaki sont reliés
par des liaisons phosphodiester grace a I’ADN ligase.

1.3 Notion de Stress Réplicatif

Le Stress Réplicatif se définit par le ralentissement ou I'arrét de la progression des fourches de
réplication. La compréhension des processus biochimiques activant le stress réplicatif est le
sujet de nombreuses recherches (Zeman and Cimprich, 2014). Une des réponses biochimiques
majeures provoquant le stress-réplicatif fait intervenir la kinase ATR (Ataxia telangiectasia
and Rad3 related). Lorsque I'hélicase continue de désenrouler ’ADN alors que la polymérase
est stoppée, il y a formation d’une portion d’ADN simple brin (DNAsb). La persistance de
DNAsb, liée a la protéine de réplication A et adjacente a la fourche de réplication stoppée
provoque la cascade de réponse entrainant le stress réplicatif par ATR (Byun et al., 2005).
Cette cascade biochimique provoque l'inhibition du cycle cellulaire. Cela permet a la cellule
de préserver ses ressources et de bénéficier de temps additionnels pour finir la réplication
de 'ADN. I’ATR a aussi des effets locaux de stabilisation, de stimulation des fourches de
réplication stoppées ainsi que d’inhibition des origines de réplication non activées (Zeman
and Cimprich, 2014).

Les sources du déclenchement de stress réplicatif sont nombreuses. Nous résumons ici en



quelques lignes les causes principales.

e Des lésions de 'ADN peuvent perturber la progression de la fourche de réplication.
Il existe plusieurs types de lésions de ’ADN comme 'appariement de deux bases non-
complémentaires, ’absence de nucléotides sur un des deux brins ou ’absence de liaisons
phosphodiesters entre deux nucléotides le long du brin. Ces lésions peuvent étre dies
a des "sous-produits" du métabolisme cellulaire, aux rayons UV, ou a des agents mu-
tagenes (Ciccia and Elledge, 2010).
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Figure 1.3 G-quadruplexe: A- G-quartet B- Plusieurs topologies de superposition des G-
quartet (reproduit d’apres Harris LM, Merrick CJ (2015) G-Quadruplexes in Pathogens: A
Common Route to Virulence Control ? PLoS Pathog)

e Des modifications de la structure tridimensionnelle locale (ou structure secondaire)
de 'ADN peut aussi étre a l'origine de stress. Les G-quadruplexes sont des structures
secondaires pouvant se former dans des régions de I’ADN marquées par la forte présence
de la base Guanine (G). Quatre résidus de Guanine peuvent s’apparier pour former un
G-quartet (voir figure 1.3-A). L’empilement d’au moins deux quartets intercalés par un
cation monovalent stabilisant la structure (Na+4 dans la figure 1.3-A) constitue le G-

quadruplexe (Figure 1.3-B). Ces structures secondaires sont la cause de ralentissement



de la réplication, de cassure du double brin et de mutation par délétion sur le site du
quadruplexe (Bochman et al., 2012; Paeschke et al., 2013).

e Les processus de réplication et de transcription de ’ADN peuvent interférer. La tran-
scription de I’ADN est la copie de I'information d’un gene en un brin d’ARN messager.
Le mécanisme de la transcription est assez proche de celui de la réplication : 'ARN
polymérase synthétise le brin d’ARN en circulant le long d'un brin d’ADN. Il est donc
possible que les complexes de réplication et de transcription de ’ADN entrent en colli-
sion (Liu et al., 1993). Le brin d’ARN en cours de synthese peut se lier & ’ADN derriere
le complexe de transcription ce qui forme des R-loop, une structure a trois brins con-
tenant un double brin hybride ARN:ADN et un ADNsb. Ces structures complexes

peuvent aussi interférer avec la réplication (Gan et al., 2011).

e La limitation du nombre de composants utilisés pendant la réplication peut ralentir
la fourche de réplication et induire du stress réplicatif. Par exemple, la dérégulation
de la fabrication de désoxyribonucléoside triphosphate (ANTP) par les ribonucléotides

réductases est un facteur de stress réplicatif (Poli et al., 2012).

e La surexpression de certains oncogenes viennent perturber la réplication. Par exemple,
les oncogenes Ras et Myc stimulent les origines de réplication ce qui peut épuiser
les sources de nucléotides ainsi que provoquer des collisions avec des complexes de
transcription (Cottini et al., 2013).

L’arrét des fourches de réplication et 1’altération des processus de réplication ou de tran-
scription peut causer des mutations ainsi que des maladies comme le cancer, des maladies
neurodégénératives, le vieillissement prématuré, le retard de croissance ou d’autres troubles

du développement comme le nanisme primordial (Negrini et al., 2010; Ruzankina et al., 2007).

Le moyen le plus fiable pour détecter un stress réplicatif est de mesurer la progression
des fourches de réplication en rendant fluorescent les brins synthétisés. Deux techniques
d’imagerie utilisent ce principe : la technique de propagation des fibres d’ADN (DNA spread-
ing) et le peignage de '’ADN (DNA combing). Nous détaillerons ces techniques dans le
chapitre 2.

1.4 Structure du mémoire

La suite de ce mémoire sera organisée de la maniére suivante :

Le chapitre 2 sera une revue de littérature développant d’une part les techniques d’imagerie



de 'ADN et d’autre part les techniques de traitements d’images permettant d’extraire des

structures curvilignes.

Le chapitre 3 est constitué de notre article accepté avec révisions mineures dans le journal
DNA Repair. Cet article détaille la méthodologie utilisée pour segmenter les brins d’ADN et

valider les performances de I'algorithme.

Le chapitre 4 est une discussion générale revenant sur les résultats importants, les avantages

et les limites de notre démarche.

Un dernier chapitre de conclusion fera la synthese des travaux et discutera des améliorations

futures envisagées.

En annexe, nous présenterons brievement le second theme abordé durant la maitrise. Ce
travail, indépendant du reste du mémoire, est le développement d’un algorithme de diagnostic

automatique de maladies oculaires.



CHAPITRE 2 REVUE DE LITTERATURE

Cette revue de littérature se divise en deux parties : Dans la premiere, nous détaillons les
techniques d’imagerie de ’ADN. Dans une seconde partie, nous ferons un tour d’horizon des
algorithmes de traitement d’images capables d’extraire des structures curvilignes (ie. objets

linéaires et filiformes).

2.1 Imagerie de PADN pour la détection du stress réplicatif

Les techniques d’imagerie de I’ADN reposent sur l'incorporation de nucléotides exogenes
dans le brin d’ADN pendant sa réplication. Dans le passé, des précurseurs radioactifs (3H-
Thymidine) étaient intégrés dans le brin d’ADN et imagés par autoradiographie (Salic and
Mitchison, 2008). En raison de sa radioactivité, de sa faible résolution et de son faible rapport
signal sur bruit, cette technique est désormais supplantée par des approches faisant intervenir
des nucléotides exogenes non radioactifs que I'on marque par des anticorps spécifiques. Nous
détaillons dans ce paragraphe les deux méthodes les plus couramment utilisées pour visualiser
les brins d’ADN : la technique d’étalement des fibres ’ADN (DNA spreading) et la technique
de peignage de 'ADN (DNA combing).

2.1.1 FEtalement des fibres I’ADN (DNA spreading)

Cette technique (Nieminuszczy et al., 2016) permet de colorer d'une certaine couleur les
brins d’ADN synthétisés pendant un laps de temps 77 et d’une autre couleur ceux synthétisés
pendant un laps de temps Ty (Figure 2.1-A). Les intervalles de temps T} et T5 sont consécutifs.
Un exemple classique d’expérience est de comparer la distance parcourue par chaque fourche
de réplication dans un contexte de stress (intervalle T5) par rapport a une référence (intervalle

Tl).

Pour pouvoir repérer les séquences d’ADN synthétisées pendant un laps de temps T, on
incorpore des analogues de nucléotides pendant ce laps de temps dans le milieu de culture
des cellules. Un analogue de nucléotide est un nucléotide exogene dont la structure est
légerement différente d’un nucléotide endogene mais pouvant tout de méme étre inclus dans
le brin d’ADN lors de la réplication. Les deux types d’analogues de nucléotides couramment
utilisés pour I'imagerie de I’ADN sont IdU (5-Iodo-2’-deoxyuridine) et CldU (5-Chloro-2’-
deoxyuridine). Ces deux analogues sont inclus dans les brins d’ADN par I’ADN polymérase

durant la réplication. Ils sont ensuite liés a des anticorps spécifiques et imagés par microscopie
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Figure 2.1 Images des fibres d’ADN obtenues par : A- Technique d’étalement des fibres
d’ADN (DNA spreading) : Les analogues de nucléotides IdU et CldU apparaissant respec-
tivement en vert et en rouge ont été incubés pendant 20 minutes chacun. B-Technique de
peignage de ’ADN (DNA combing) : Les brins d’ADN sont rectilignes et paralleles.

a fluorescence.

Dans la suite, nous détaillons de maniere plus précise les différentes étapes de la technique
d’ "étalement des fibres d’ADN" (DNA spreading) :

e Marquage pulsé des cellules

On incube des cellules avec les nucléotides IdU pendant un laps de temps 77 puis
avec des nucléotides CldU pendant un laps de temps T5. Apres chacun de ces deux
marquages pulsées (pulse labelling), le milieu est rincé par une solution tampon (PBS)
afin de se débarrasser du surplus d’IdU et de CldU. La solution de PBS utilisée apres
T, est glacée afin de stopper l'activité cellulaire. Ensuite les cellules sont récoltées et
replacées dans une solution de PBS glacée avec une concentration cellulaire optimale

dépendant de la lignée étudiée.

e Transfert de PADN sur la lame de microscope

Une goutte de la solution est posée sur une lame de microscope. Ensuite, les cellules sont

lysées et la lame est inclinée de maniere a ce que la goutte s’y répande. Ensuite, ’ADN
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est dénaturée (ie. elle perd sa structure géométrique et les deux brins se séparent) par

une solution d’acide chlorhydrique puis nettoyée avec une solution de PBS.

e Coloration des analogues de nucléotides par immunofluorescence

L’immunofluorescence est une technique qui permet de lier une molécule d’intérét a un
fluorochrome par 'intermédiaire d’un ou plusieurs anticorps. Ici, I'immuofluorescence
est indirecte car elle fait intervenir deux types d’anticorps : (i) Des anticorps primaires
monoclonaux vont se lier de maniére spécifique aux analogues de nucléotides. (ii) Des
anticorps secondaires polyclonaux (marqués par un fluorochrome) sont dirigés contre

les anticorps primaires.

Avant d’incorporer les anticorps, il est nécessaire de saturer les sites de fixations non
spécifiques de notre préparation en y incorporant une solution de "blocage" [e.g. Albu-
mine de Sérum Bovin (ASB)]. Ensuite, les lames sont incubées pendant deux heures
avec deux anticorps primaires : des anticorps anti-BrdU de rat réagissant contre CldU
et des anticorps anti-BrdU de souris agissant sur IdU. Aprés un nouveau rincage avec
une solution de PBS, les anticorps secondaires fluorescents sont injectés : anticorps
Alexa-594 anti-rat et anticorps Alexa-488 anti-souris. Les longueurs d’ondes maxi-
males d’émission sont respectivement 617nm (rouge) and 519nm (vert). Finalement,
on obtient par microscopie une image bicolore des brins d’ADN. Les sections rouges et
en vertes correspondent respectivement aux brins synthétisés pendant les laps de temps
T et 1s.

2.1.2 Peignage de ’ADN (DNA combing)

Le peignage de 'ADN (Bensimon et al., 1994, 1995) est similaire a la technique précédente

mais permet I'alignement rectiligne et paralléle de tous les brins d’ADN.

Le peignage de I’ADN (DNA combing) aligne les brins d’ADN sur une surface hydrophobe.
Pour préparer la surface, une plaque de verre est débarrassée de ses impuretées par traitement
plasma afin de la rendre chimiquement réactive. La lame activée est ensuite enduite de silane
grace a un traitement dans une chambre saturée en vapeur de silane. Les cellules subissent
le méme marquage pulsée que pour l'expérience d’étalement des fibres ’ADN (cf. section
2.1.1). Les protéinases et détergents présents dans le bloc d’agarose vont lyser les cellules
et dégrader les protéines. Cela a pour effet de libérer les protéines liées a ’ADN dans la
solution. La lame de microscope est ensuite plongée verticalement dans la solution. Les
molécules d’ADN s’attachent au groupe vinyle de la couche de silane. En enlevant lentement

la lame de la solution, une force antiparallele au mouvement aligne les molécules d’ADN le
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long de la lame de microscope. I’ADN est ensuite immobilisé en déshydratant la surface et

peut étre observée par microscopie a fluorescence (Figure 2.1-B).

2.2 Segmentation de structures curvilignes

En imagerie, le terme segmentation est I'action de délimiter une zone d’intérét dans une
image. En d’autres termes, segmenter un objet consiste a isoler les pixels appartenant a cet
objet par rapport au reste de 'image. La segmentation des brins d’ADN nécessite de détecter
des objets curvilignes, c’est a dire des objets allongés, filiformes. Parmi les objets curvilignes
les plus étudiés en imagerie, on trouve les vaisseaux sanguins cardiaques et rétiniens, les
membranes neuronales, les fissures dans des surfaces en béton (poutres, chaussée...) ou
encore le réseau routier. De nombreux algorithmes de segmentation permettent d’extraire

des structures curvilignes. Dans cette partie, nous nous proposons d’en faire la revue.

2.2.1 Définition des Structures Curvilignes

Bien que largement utilisé dans la littérature, le terme "structure curviligne' a rarement été
clairement défini. A notre connaissance, Bibiloni et al. (2016) sont les seuls & proposer une

définition plus formelle :

Une Structure Curviligne est une région de pixels dans une image qui remplit plusieurs

criteres géométrique (G) et photométrique (P) :

e G1. Les pixels de la structure curviligne doivent étre globalement connectés.
e (G2. La région doit étre fine a travers un long chemin
e (G3. La variation de largeur le long de la région doit étre progressive

e G4. La structure globale des structures curvilignes peut prendre des formes variées
. arbres binaires (e.g. réseau vasculaire, cf. figure 2.2.1.A), séries de segments non
connectés (e.g. fibres ’ADN; cf. figure 2.1.A), etc.

e G5. La courbure des structures curvilignes peut varier selon les caractéristiques des
objets. Par exemple, certains objets peuvent étre tres rectilignes, d’autres peuvent étre

légerement courbés et d’autres encore peuvent étre hautement tortueux.

e (GG6. Les structures curvilignes peuvent présenter un certain nombre de bifurcations.
Une bifurcation se définit comme la division d’un chemin en trois branches. 1l s’agit de

la position ou les trois branches se rejoignent.
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e 7. Certaines structures peuvent se superposer sur 'image. On appelle intersection, le
lieu de superposition d’au moins deux chemins donnant naissance a un carrefour d’au

moins quatre voies.

e P1. Les pixels des structures curvilignes doivent avoir une intensité "significativement

différente" par rapport a l'arriere plan.
e P2. La variation de l'intensité le long du chemin doit étre progressive.

e P3. Le profil en travers - les valeurs d’intensité transverses a la direction du chemin-
doit suivre une distribution spécifique. Dans les image 2D, ce profil est représenté
comme une fonction unidimensionnelle tandis que pour les images 3D, le profil est une

surface 2D.

Des exemples d’images de structures curvilignes sont représentés sur la figure 2.2.1.

2.2.2 Détection de Structures Curvilignes par Analyse du Gradient de I’'Image

L’étude du gradient de I'image permet de détecter les zones présentant un contraste comme
les contours des objets par exemple. Dans cette section, nous présentons quatre algorithmes
de segmentation utilisant le gradient de I'image. Nous nous attarderons plus spécifiquement
sur les algorithmes de Marr and Hildreth (1980) et de Canny (1986) car ils seront utilisés

dans le chapitre 3 de ce mémoire.

Définition du gradient de 1’image

Soit I(z,y), une image a un seul canal avec x, I'indice de la colonne et y, I'indice de la ligne.

Le gradient G est défini en tout pixel (x,y) de I'image par

o u) — gi(x,y)) ~ (I(x+1,y)—](x,y))
G(z,y) (gg(x,y) oyt 1) — Ia.y) (2.1)

Il s’agit d’un vecteur qui représente le taux d’accroissement local de l'intensité de I'image

dans les deux directions x et y.

Le gradient est utile pour formaliser la notion de contour dans une image. Un contour est
défini comme le lieu des maximums de ||G|| dans la direction de G. Nous verrons dans
les deux paragraphes suivants comment les algorithmes de Marr and Hildreth (1980) ou de
Canny (1986) mettent en pratique cette définition pour extraire les contours des objets d’une

image.
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Figure 2.2 Exemples de structures curvilignes :

A- Réseau vasculaire sur une image du fond de l'oeil B- Artere coronaire issue d’une an-
giographie coronarienne. C- Fleuve Delaware et riviere Schuylkill en bordure de Philadelphie
(image satellite), D- Fissure sur béton (reproduit avec la permission de Dr. Vladimir Ronin
/ EMC Cement)

Algorithme de Marr-Hildreth

Les contours sont les pixels ou le gradient passe par un maximum et donc ou le laplacien

(dérivées secondes) s’annule. L’algorithme de Marr and Hildreth (1980) est le suivant. Dans
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%1
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est calculée en convoluant 'image avec le laplacien d’une gaussienne (la gaussienne servant

un premier temps, on calcule le laplacien de 'image : Al = ( ) En pratique, ce laplacien

a débruiter et lisser I'image). On note L(z,y), la norme du laplacien au pixel (z,y). Dans
I’approche de Marr-Hildreth, deux conditions sont nécessaires pour qu'un pixel soit considéré

comme faisant partie d’un contour :

(i) L passe par zéro selon la direction x (ie. L(z + 1,y) * L(x,y) <0 )
OU L passe par zéro selon la direction y (ie. L(z,y + 1) * L(z,y) <0)

(ii) Le gradient de L selon la direction du passage par zéro est supérieur a un seuil T :
L(I‘ + 1ay) - L(x,y) >T 0OU L(iL‘,y—l— 1) - L(may) >T.

Le seuil T permet de filtrer les contours a faible gradient souvent causés par le grain bruité
de T'image. Cependant, I'absence total de filtre (ie. lorsque T=0) est un cas particulier
intéressant : Certes, de nombreux contours faux positifs liés au bruit de I'image sont extraits,
mais les contours obtenus sont généralement fermés (ie. les contours sont des lignes qui
bouclent sur elles-mémes). Cette astuce que l'on utilisera dans le chapitre 3 de ce mémoire,

permet de passer de I'extraction de contours a l'extraction d’objets.

L’algorithme de Marr-Hildreth possede les inconvénients suivants :

(i) La décision de 'appartenance d’un pixel a un contour ne se fait que sur des parametres
tres locaux (laplacien du pixel, gradient du laplacien). La prise en compte du contour
dans sa globalité pourrait permettre un meilleur filtrage des artefacts liés au bruit de

I'image.

(ii) Le seuil unique T filtre les contours a faible gradient, méme quand ces derniers sont le

prolongement des contours a fort gradient.

L’algorithme de Canny permet de répondre a ces limitations en utilisant un seuillage par

hystérésis sur la norme du gradient.

Algorithme de Canny

L’algorithme de Canny se décompose de la maniere suivante :

1. Lissage de I'image par un filtre gaussien
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2. Suppression des non-maxima locaux : On détecte les pixels dont la norme du
gradient est maximale dans la direction du gradient. Tous les autres pixels sont mis
a zéros. On obtient ainsi une image binaire M; : pixels maximum (1-pixels), pixels

non-maximun (0-pixels).

3. Seuillage par hystérésis : Un seuil bas T}, et un seuil haut 7}, sont appliqués sur les
1-pixels de M; de la maniere suivante : Tout d’abord, on met a zéros tous les 1-pixels de
M, dont la norme du gradient est inférieure & un seuil bas T}, (||G(x,y)|| < T). Ensuite,
on met a zéro tous les 1-pixels de M; qui ne sont pas reliés a un 1-pixel dont la norme du
gradient est supérieure au seuil haut (73,). Grace a ce seuillage par hystérésis, on peut
a la fois supprimer le bruit de I'image tout en conservant les contours a faible gradient
s’ils sont reliés a des contours a fort gradient. Cependant, ce seuillage ne garanti pas

de segmenter des contours fermés (contrairement a Marr-Hildreth avec T=0)

Zhao et al. (2002) se sont appuyés sur 'algorithme de Canny pour segmenter des routes
a partir d’images satellite. Malgré le seuillage par hystérésis, les contours peuvent étre
fragmentés. Leur orientation est donc analysée afin de les prolonger s’ils présentent une

continuité.

Sukkaew et al. (2005) comparent plusieurs filtres de contours dont Marr-Hildreth et Canny
pour segmenter les vaisseaux sanguins sur des images de fond d’oeil. Bien que Marr-Hildreth
semblerait légerement plus efficace, les performances de ces filtres restent largement limités

par la non homogénéité de la taille et du contraste des vaisseaux.

Flux Orientés Optimaux (Optimally Oriented Flux)

Law and Chung (2008) ont développé une technique devenue assez populaire permettant de
segmenter des structures curvilignes a partir de I’étude du flux de gradient entrant et sortant
d’une sphere autour de chaque voxel. En trouvant I'axe optimal sur lequel le gradient de
I'image est projeté, il est possible de segmenter des formes allongées.Law and Chung (2008)
compare cette technique a I’étude de la hessienne de 'image (voir section 2.2.3) sur dix
images tridimensionnelles synthétiques et un volume d’angiographie coronarienne par IRM.
Il semblerait que les Flux Orientés Optimaux soient plus robustes au bruit et permettent de

distinguer des objets proches et a faible contraste.

Turetken et al. (2013) étend I'approche de Law et al. en étudiant le flux de gradient a travers
des objets dont la forme est plus complexe qu'une simple sphere. Cette amélioration est
validée sur 14 images issues de micrographies confocales ou a champ large du cerveau de la

souris.
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De nombreuses études (Benmansour and Cohen, 2011; Rigamonti and Lepetit, 2012) et
(Becker et al., 2013) integrent des métriques issues de I'approche par flux de gradient pour

améliorer les performances de leur algorithme (voir ci-apres).

Autres descripteurs dérivés du gradient

Moreno and Smedby (2015) proposent deux descripteurs dérivés du gradient de 'image.
Le premier résulte de 'analyse des valeurs propres et des vecteurs propres d'un tenseur
construit a partir du gradient. Cette approche s’inspire de celle de 'analyse de la hessienne de
I'image (voir section 2.2.3). Le second descripteur se rapproche de ’analyse par Flux Orienté
Optimaux. Il est construit a partir de ’analyse harmonique sphérique de la distribution du
gradient sur une spheére autour de chaque pixel. Rivest-Henault and Cheriet (2013) avaient
proposé un descripteur tres similaire basé sur ’analyse harmonique sphérique non plus du
gradient mais des dérivées secondes de I'image a plusieurs échelles. Nous verrons dans la
partie suivante que les métriques issues de la dérivée seconde de I'image sont en effet tres

utilisés pour extraire des structures curvilignes.

2.2.3 Détection de Structures Curvilignes par Analyse de la Hessienne de I’image

L’étude de la matrice hessienne permet de détecter des structures curvilignes dans une image.

La matrice hessienne d'un pixel (x,y) se définit a partir des dérivées secondes selon la formule

suivante :
Joid oL |
__ | 922 9zdy
H=|°, %% (2.2)
Aydz ' dy2

(En pratique, H se calcule en convoluant I'image avec les quatre dérivées secondes de la

926 9%G
o 2
gaussienne : H = 9227 9zdy | o T

9°G  9°G
Oydx’ Oy?

On note \; et Ay les valeurs propres associées aux vecteurs propres unitaires u; et us. L’étude

des vecteurs propres et des valeurs propres de la matrice hessienne pour un pixel P nous
donne des informations sur le profil d’intensité au voisinage de P. Un pixel appartenant a
une structure curviligne sera caractérisé par A\ tres faible et Ay grand. Les vecteurs propres

u; et uy indiquent respectivement la tangente et la normale a la structure curviligne.

A partir des valeurs propres, Lorenz et al. (1997), Sato et al. (1997) et Frangi et al. (1998)
proposent différentes métriques permettant de mesurer la probabilité qu’'un pixel appartienne
a une structure curviligne. Les métriques issues de la hessienne sont tres populaires et ont

été adaptées a différentes modalités d’imagerie dont l’angiographie par rayon X (Li et al.,
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2017), 'Ilmagerie par Résonance Magnétique (Ballerini et al., 2018) ou l'imagerie ultrasonore

(Hennersperger et al., 2015).

Les métriques dérivées des valeurs propres de la hessienne comportent des limites. En effet,
elles sont assez peu homogene entre des structures de diametres différents et elles peinent a

détecter les parties des objets peu curvilignes telles que les croisements ou les bifurcations.

Malgré ces limites, Wang et al. (2011) ont congu un outil de segmentation des brins d’ADN
en s’appuyant sur la Hessienne. C’est a notre connaissance, la seule étude proposant de
mesurer automatiquement la longueur des brins d’ADN. Tout d’abord, le score de curvil-
inéarité développé par Frangi et al. (1998) est calculé pour chaque pixel de I'image. Ensuite,
les brins d’ADN sont reconstitués par marche aléatoire (random walk) : Le point de départ
est un pixel fortement curviligne autour duquel on recherche un autre pixel trés curviligne
dans une région distante de rayon R = 6 pixels orientée dans la direction du vecteur propre
tangent u; . Ce suivi (tracking) s’arréte lorsque le score de curvilinéarité des pixels de la
zone investiguée passe en dessous d'un seuil T (T = 0.01). La détection des analogues de
nucléotides (IdU ou CldU) se fait en analysant les canaux vert et rouge dans un voisinage de
chaque pixel retenu. La méthode a été validée sur 10 images en comparant les fibres segmen-
tées automatiquement avec une référence obtenue manuellement. Cette approche comporte
plusieurs limites : Tout d’abord, le score de curvilinéarité de Frangi et al. (1998) est souvent
trop élevé dans le prolongement des fibres ce qui ne permet pas de les délimiter précisément.
De plus, cette méthode ne prend pas en compte les fibres qui se croisent ce qui restreint
grandement l'analyse. Par ailleurs, tous les parametres de segmentation (eg. T et R) sont
codés "en dur' ce qui ne permet pas une flexibilité de ’algorithme en fonction d’éventuelles
variations de la structure et de l'intensité de 'image. Enfin, la méthode a été validée sur
seulement une dizaine d’images et la comparaison entre 1’algorithme et 1'opérateur manuel

est assez restreinte.

2.2.4 Détection de Structures Curvilignes par Vote de Tenseur (Tensor Voting)

L’approche par wote de tensor (ou tensor wvoting) peut étre employée pour segmenter les
structures curvilignes dans une image. Développée par Medioni et al. (2000), cette technique
prend inspiration de la théorie gestaliste de la perception de la forme. Selon cette théorie,
la perception d’objets repose sur l'extraction de formes globales et non pas sur la simple
juxtaposition des parties. L’approche par tensor voting détecte les objets d’une image par
leur capacité a s’intégrer a une forme plus globale. Cette méthode prend donc en compte des
critéres de proximité et de continuité. Le processus commence par initialiser les directions de

chaque pixel. Ces directions sont stockées sous la forme d’un tenseur du second ordre similaire
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a la hessienne (cf.section 2.2.3). Ces orientations locales sont ensuite raffinées et propagées
chez les pixels voisins lors de 'étape dite de "vote". Il est ainsi possible de reconnecter les
objets appartenant a une méme structure et de calculer un score appelé "saillance structurelle"
( structural saliency) pour chaque pixel. Ce score évalue la capacité du pixel a se distinguer

en s’intégrant dans une forme globale.

La technique de tensor voting a été appliquée a l'extraction de vaisseaux sanguins de I'image
du fond de l'oeil (Park et al., 2007; Goatman et al., 2011; Christodoulidis et al., 2016) et a la
segmentation des jonctions d’ancrage de cellules sur des images de microscopie a fluorescence
(Loss et al., 2011).

2.2.5 Détection de Structures Curvilignes par Score d’Orientation

Les Scores d’Orientation (Orientation Score) sont une méthode de détection de structures
curvilignes s’attaquant particuliecrement aux problémes d’intersections de structures. Les
méthodes précédemment présentées ne sont pas capable de discriminer deux structures qui
se croisent. Parfois méme, les croisements empéchent la détection localement car le modele

utilisé ne prend pas en compte la superposition d’objets (eg. étude de la hessienne).

L’approche par Score d’Orientation développée par Duits et al. (2007) permet de résoudre
ce probleme. Le Score d’Orientation d’'une image est une fonction qui pour chaque pixel
(x,y) et chaque orientation 6 € [0, 27| assigne un score S (S € R ou C ). Ce score décrit
la probabilité que le pixel (x,y) s’inscrive dans une forme orienté par . Le traitement de
I'image s’effectue dans 'espace du Score d’Orientation : 'ensemble SE(2) (euclidian motion

group). Par inversibilité, il est ensuite possible de revenir dans le domaine de I'image.

La plupart des études utilisant le score d’orientation ont été appliquées a la segmentation
du réseau vasculaire a partir d’images du fond de l'oeil. Les méthodes de construction
et de traitement du score d’orientation sont différentes: Bekkers et al. (2014) construit le
score d’orientation a partir d’ondelettes (cake and gabor wavelets). Zhang et al. (2016) ap-
plique les propriétés de la matrice hessienne dans le domaine du score d’orientation. Abbasi-
Sureshjani et al. (2018) complexifie 'espace SE(2) en un espace Riemannien a cinq dimensions

en ajoutant des caractéristiques d’intensité et de courbure.

2.2.6 Détection de Structures Curvilignes par ’algorithme du chemin minimal

L’algorithme du chemin minimal a été étudié dans le cadre de la segmentation de structures
curvilignes et notamment sur des images de vaisseaux sanguins. Il s’agit de trouver un trajet

entre deux points tout en minimisant une fonction d’énergie définie comme la somme des
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cotits des pixels le long du chemin parcouru. L’algorithme de Dijkstra ou la méthode de Fast

Marching sont utilisés pour résoudre ce probleme d’optimisation.

Li and Yezzi (2006) ont adapté ’algorithme du chemin minimum a la segmentation de struc-
tures tubulaires sur des images 3D. Il s’agit de transposer le probléme dans un espace en 4
dimensions : pour chaque point du trajet, on définit une sphere caractérisée par sa position
mais aussi par son rayon. Il est ainsi possible d’extraire la surface des vaisseaux sanguins.
La fonction cotit est ici définie a partir de I'intensité et du gradient de I'image. Benmansour
and Cohen (2011) reprennent la méthode de Li and Yezzi (2006) en complexifiant la fonction
cotit. Cette derniere devient une métrique orientée selon la direction du vaisseau et basée sur

les Flux Orientés Optimaux (voir section 2.2.2).

L’inconvénient des deux approches précédentes est qu’il faut définir manuellement un point
de départ et un point d’arrivée pour segmenter un chemin. Kaul et al. (2012) s’affranchissent
de cette contrainte en proposant une approche ou seul un point source est nécessaire. Cet
algorithme a été validé a la fois sur des images de fissure de béton (pavement crack) et de

vaisseaux sanguins rétiniens.

L’algorithme du chemin miminum a le défaut de favoriser les chemins courts car ils ont un
faible cotit. Chen et al. (2016) s’attaque a ce probléme en ajoutant une étape de backtracking
lors de la recherche du chemin : L’information collectée depuis les points atteints vers le
point de départ permet d’améliorer les performances de la segmentation. L’approche est
validée sur des images de fissures de béton, et de vaisseaux sanguins issus d’angiographies

coronariennes.

Plus récemment, Liao et al. (2018) améliorent le calcul de la fonction coit. Cette derniere
est calculée dynamiquement durant la propagation du chemin alors que précédemment elle
était calculée en amont. Cette fonction coflit prend en compte la courbure de la trajectoire
ainsi que la tangente du front d’onde de I'approche Fast Marching. L’algorithme a été testé
sur un grand nombre d’images : 40 images de fond d’oeil, 10 images synthétiques de réseau
vasculaire avec 30 niveaux de bruits différents, 40 angiographies par résonance magnétique

du cerveaux et 10 images de Google Earth pour la segmentation de rivieres.

2.2.7 Détection de Structures Curvilignes par Opérations Morphologiques

Les opérateurs morphologiques sont des outils utilisés pour modifier la forme des objets
d’une image. Un noyau convolutif appelé élément structurant se déplace sur tous les pixels
de 'image. Pour chaque configuration, on assigne au pixel central le maximum (dilatation)

ou le minimum (érosion) de 'intensité des pixels contenu dans le noyau. Un exemple de
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Figure 2.3 Exemples d’opérations morphologiques : L’image de gauche contient deux carrés
de 3x3 pixels séparés par 2 pixels. Apres dilatation par un élément structurant de forme
carrée (3x3 pixels), on obtient I'image du milieu, un rectangle de 5x10 pixels. Apres érosion
avec le méme élément structurant, on obtient 'image de droite, un rectangle de 3x8 pixels

dilatation et d’érosion est représenté sur la figure 2.3. La forme et I'orientation de ’élément
structurant ainsi que la succession des opérations morphologiques permettent de filtrer les
objets présents dans l'image. De nombreuses études (Thackray and Nelson, 1993; Soille
et al., 1996; Zana and Klein, 2001; Tankyevych et al., 2008; Bouraoui et al., 2010) proposent

d’extraire les structures curvilignes a partir d’opérations morphologiques.

Le travail récent proposé par Merveille et al. (2018) se distingue de ceux de ses prédécesseurs
par I'introduction de nouveaux opérateurs morphologiques : les opérateurs de chemin (path
operators). Ces opérations morphologiques ne se font plus avec un élément structurant fixe
mais avec une famille de forme adaptative permettant une plus grande flexibilité géométrique.
A partir de ces opérateurs, un score de curvilinéarité et un descripteur d’orientation peuvent
étre calculés. Cet algorithme intitulé RORPO (Ranking the Orientation Responses of Path
Operators) a été testé sur 10 images synthétiques et 1 angiographie coronarienne CT en le
comparant & la méthode de Frangi et al. (1998) et de Flux Orienté Optimaux (Law and
Chung, 2008).
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2.2.8 Détection de Structures Curvilignes par Apprentissage Machine

Les méthodes précédentes extraient de nombreux descripteurs de structures curvilignes (Flux
Orientés Optimaux, valeurs propres de la Hessienne, courbure, orientation etc.). Il serait
intéressant de tester ces descripteurs dans le cadre d’un algorithme d’apprentissage machine.
Dans cette section, nous présentons les travaux utilisant des algorithmes de classification

automatique pour extraire des structures curvilignes.

Rigamonti and Lepetit (2012) entrainent plusieurs classifieurs (Forét d’arbres aléatoires et
régression logistique) a partir de deux types de descripteurs : (i) des descripteurs connus a
priori (handcrafted) extraits de la Hessienne et des Flux Orientés Optimaux (7i) des descrip-
teurs appris issus de filtres linéaires entrainés pendant la phase d’apprentissage. Annunziata
et al. (2015) suivent cette méme approche en intégrant des descripteurs qui prennent en
compte un contexte plus large pour chaque pixel. Il s’agit d’agrandir le champ d’activation
des descripteurs pour comprendre les relations entre les différentes sections de la structure
curviligne. Un an plus tard, Annunziata and Trucco (2016) réduisent drastiquement le temps
d’entrainement des descripteurs par une meilleure initialisation des filtres linéaires. Cette
approche a été testée sur des vaisseaux sanguins du fonds de 1'oeil et sur des micrographies

neuronales.

Turetken et al. (2016) proposent une approche hybride entre la théorie des graphes et
I’apprentissage automatique. Apres avoir calculé un score de curvilinéarité basé sur les flux
orientés optimaux pour chaque pixel de I'image, un graphe est construit en reliant les ré-
gions voisines a forte curvilinéarité. Par la suite, des classifieurs (gradient boosting decision
trees) établissent les poids le long du graphe. Le meilleur sous-graphe est ensuite extrait
en résolvant un probléeme d’optimisation en nombre entier (integer programming). Cette
approche a été testée sur des modalités variées aussi bien pour la segmentation du réseau

routier, de réseaux neuronaux ou d’arbres vasculaires rétiniens.

Schneider et al. (2015) et Zhang et al. (2018a) appliquent un outil de détection d’objets
appelé Forét de Hough a la segmentation de vaisseaux rétiniens (photos du fond d’oeil), de
routes (images aériennes) et de neurones (microscopie confocale). La détection de structures
curvilignes par Forét de Hough se décompose comme suit : L’image est découpée en patchs.
Pour chacun des patchs, les arbres de décision vont voter sur son appartenance ou non a une
structure curviligne. Le vote des arbres de décision se décompose en deux variables C), et
vp. C), est une variable binaire décrivant I’appartenance ou non du patch a une structure
curviligne. v, est un vecteur estimant la position du patch par rapport ou centre de la
structure curviligne. Par accumulation des votes dans 1’espace de Hough, puis par extraction

des maxima locaux, il est possible d’extraire les objets d’intérét. Les descripteurs des patchs
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sont obtenus par entrainement de filtres convolutifs comme pour les méthodes d’apprentissage

précédent.

Enfin, depuis 3 ans, les réseaux de neurones convolutifs sont entrainés pour segmenter le
réseau vasculaire rétinien (Maninis et al., 2016; Fu et al., 2016; Lahiri et al., 2017) , les
arteres coronaires a partir d’angiographie a rayon X (Fan et al., 2018; Nasr-Esfahani et al.,
2018) ou les vaisseaux du foie (Ibragimov et al., 2017; Huang et al., 2018). Il ne s’agit plus
d’entrainer quelques filtres linéraires comme pour Rigamonti and Lepetit (2012); Annunziata
et al. (2015); Annunziata and Trucco (2016) mais plusieurs cascades de filtres de convolutions
associées a des fonctions non linéaires. L’avantage de cette approche est d’a la fois optimiser
des filtres de bas niveau (premiére couche du réseau) qui extraient des caractéristiques sim-
ples (eg. gradients orientés ) et des filtres de haut niveau permettant de contextualiser les

informations de bas niveau (e.g. intégration des différentes parties dans une forme globale).

2.2.9 Discussion
La comparaison des différentes méthodes est difficile

Comme nous venons de le voir, les méthodes de détection de structures curvilignes sont tres
nombreuses et variées. Il est difficile de pouvoir juger objectivement de la qualité de chacune
des méthodes présentées. Souvent, la plupart des études testent leur algorithme sur des
échantillons d’images restreints et différents. La quasi-totalité des codes n’est pas en libre

acces ce qui rend la comparaison d’autant plus difficile.

Certaines études proposant une analyse comparative de plusieurs algorithmes de segmenta-
tion peuvent méme avoir des résultats contradictoires. C’est le cas de Phellan and Forkert
(2017) et Merveille et al. (2018) qui comparent tous les deux l'approche de Frangi et al.,
les Flux Orientés Optimaux (Law and Chung, 2008) et 'algorithme RORPO développé par
Merveille et al. Phellan and Forkert (2017) a testé ces 3 algorithmes sur 35 images avec
différents niveaux de bruit (15 images synthétiques 3D de réseau vasculaire, 20 images an-
giographiques par temps de vol du cerveau incluant des malformations artério-veineuse pour
10 d’entre elles). Merveille et al. (2018) a testé ces algorithmes sur 10 images synthétiques
avec différents niveaux de bruit et seulement 1 image d’angiographie CT du réseau coronar-
ien. Les performances de 'approche de Frangi sont beaucoup plus faibles dans I’article de
Merveille et al. (2018) que dans Phellan and Forkert (2017) pour les images synthétiques
(score de Mathews de 0.19 vs 0.99). De plus, RORPO semble étre robuste en présence de
bruit pour Merveille et al. (2018) ce qui est contraire aux résultats de Phellan and Forkert

(2017). Méme si les échantillons d’images testées sont différents, on peut s’étonner de ces
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contradictions.

Enfin, lorsqu’il arrive que différents algorithmes sont testés sur les mémes bases de données,
les métriques utilisées sont différentes. C’est le cas de Zhang et al. (2018b), Rigamonti and
Lepetit (2012), Annunziata and Trucco (2016) et Liao et al. (2018) qui, sur la base de données

DRIVE d’images du fond de 'oeil, utilisent respectivement:

— le coefficient de Dice
— le couple précision /rappel
— T’aire sous la courbe précision rappel, le F-score et I'index de Jaccard

— une métrique ad-hoc appelée Q;nside

Certaines méthodes permettent de prolonger les interruptions des structures

curvilignes

La segmentation des structures curvilignes peut parfois présenter des trous au milieu des
structures (Figure 2.4). Ces erreurs sont souvent dues a des artefacts de I'image causant une

baisse de l'intensité de la structure curviligne dans ces régions.

Ces discontinuités de l'intensité sont omniprésentes sur les images de brins d’ADN (Figure
2.4). Leur présence peut s’expliquer de plusieurs manieres : L’efficacité de la solution de
blocage (Albumine de Sérum Bovin), l'affinité entre anticorps et antigenes, les étapes de
ringage de la préparation sont autant de parametres expérimentaux dont ’optimisation n’est
pas toujours simple. Outre ces artefacts expérimentaux, l'origine des discontinuités de la
fluorescence peut aussi étre expliquée par la capacité de ’ADN polymérase a sauter certaines
régions d’ADN dans un contexte de stress réplicatif. L’ADN polymérase laisse derriere elle
des sections d’ADN simple brin sur lesquels les anticorps fluorescents ne peuvent pas se
fixer. Enfin, une derniére hypothese d’explication de la présence de ces discontinuités est la
compétition entre les nucléotides endogenes non fluorescents et les analogues de nucléotides

exogenes fluorescents.

Parmi les méthodes de traitement d’image présentées précédemment, certaines prennent en

compte le probleme de discontinuité de l'intensité de I'image.

Joshi et al. (2011) et Forkert et al. (2012) proposent deux méthodes basées sur la théorie des
graphes pour combler les discontinuités au sein de vaisseaux rétiniens et du réseau vasculaire
cérébral obtenu par IRM. Joshi et al. (2011) ont utilisé I'algorithme de Dijkstra pour relier

les extrémités des vaisseaux a partir d’une fonction cotit basée sur I'orientation du chemin et
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Figure 2.4 Exemple de structures curvilignes avec interruptions sur une image de brin d’ADN
: Le brin rouge traversant I'image contient de multiples discontinuités (trous).

I'intensité des pixels parcourus. L’algorithme est testé sur 25 images de fond d’oeil et 81.63%
des discontinuités ont été comblées avec succes. Pour Forkert et al. (2012), la fonction coftit est
calculée a partir du score de curvilinéarité de Sato et al. (1997). Parmi les 100 discontinuités

artificiellement introduites, 83 ont été correctement prolongées.

Risser et al. (2008); Loss et al. (2011); Christodoulidis et al. (2016) utilisent 1’approche
par tensor voting pour combler ces discontinuités. Bien que le vote par tenseur s’inspirant
des théories de Gestalt a pour vocation de prolonger des structures locales dans un objet
global, cette approche a une efficacité limitée lorsque des objets parasites a proximité de la

discontinuité viennent perturber le vote des tenseurs.

L’approche par chemin minimal proposé par Liao et al. (2018) est aussi capable de remplir
les trous dans les vaisseaux rétiniens. 99.61% des 508 trous analysés sur 10 angiographies

IRM du cerveau ont été correctement complétés.

Récemment Zhang et al. (2018b) étudient de maniere extensive l'efficacité des scores d’orientation
pour prolonger les discontinuités. La méthode, testée sur une large base de données (109 im-
ages du fond de l'oeil et 30 images de fibres nerveuses cornéennes ) réussit a combler 95.27%
des 40 457 trous dont la taille varie de 7x7 a 39x39 pixels.
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2.3 Objectifs de recherche

Comme nous venons de le voir, il existe de nombreuses méthodes de segmentation des struc-
tures curvilignes. Cependant, il est difficile d’estimer lesquelles de ces méthodes seraient
performantes sur les images de brin d’ADN car cette modalité, peu étudiée en traitement
de I'image, se distingue par de multiples discontinuités au sein des structures curvilignes. A
notre connaissance, seule une étude (Wang et al., 2011) propose une extraction des fibres
d’ADN par analyse de la hessienne (Frangi et al., 1998) sans proposer une approche robuste

pour prolonger les larges discontinuités.

Nous rappelons que 'objectif principal de notre étude est de proposer un logiciel en acces-
libre permettant la segmentation automatique des brins d’ADN et la mesure de leur longueur

respective.
Notre projet de recherche comporte les objectifs spécifiques suivant :
1. Développer une méthode automatique d’extraction des brins d’ADN

2. Développer une méthode de prolongement des discontinuités de la segmentation précédem-

ment obtenue

3. Mesurer la longueur de chaque section d’analogues de nucléotides (CLAU et IdU) par

analyse des canaux rouge et vert de l'image.

4. Evaluer et valider notre algorithme en le comparant a la segmentation de plusieurs

utilisateurs humains ainsi qu’en le testant dans divers contextes de stress réplicatif.
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Abstract

DNA fiber fluorography is widely employed to study the kinetics of DNA replication, but the
usefulness of this approach has been limited by the lack of freely-available automated analysis
tools. Quantification of DNA fibers usually relies on manual examination of immunofluores-
cence microscopy images, which is laborious and prone to inter- and intra-operator variabil-
ity. To address this, we developed Automated DNA Fiber Analysis (ADFA), an unbiased
fully-automated algorithm which quantifies fluorescent DNA fibers length from microscopy
images. ADFA is an open-source image processing tool based on edge detection and a
novel segment splicing approach. Here, we describe the algorithm in detail, validate our
results experimentally, and benchmark the analysis against manual assessments. Our open-
source implementation is offered under the General Public License to the scientific community
(https://github.com/pierreghesqui/FiberQ).

3.1 Introduction

DNA replication is tightly regulated by a myriad of molecular interactions that ensure accu-
rate transmission of genetic information to daughter cells. The fidelity of this process can be
compromised by DNA replicative stress, i.e., the abnormal slowing down or stalling of DNA
Replication Forks (RF) (Zeman and Cimprich, 2014). Indeed, stalled RF must be resolved


https://github.com/pierreghesqui/FiberQ
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in a timely manner to prevent their “collapse” into highly-genotoxic double strand breaks
(DSB) which engender chromosomal rearrangements and genomic instability (Alexander and
Orr-Weaver, 2016). Replicative stress may arise from various impediments to DNA synthesis,
such as DNA secondary structures (eg. G-quadruplexes, palindromes) (Ribeyre et al., 2009),
RNA:DNA hybrids (R-loops) (Gan et al., 2011), collisions between replication and transcrip-
tion machineries (Liu et al., 1993), ANTP pool imbalances (Poli et al., 2012), or DNA adducts
induced by any among a plethora of genotoxins (including endogenous agents, environmental
mutagens, and chemotherapeutic drugs). Mutation or defective regulation of essential DNA
replication factors, as well as activation of certain oncogenes including Ras Myc, and Bcl-2,
have also been shown to generate abnormal DNA replication dynamics (Xie et al., 2014;
Cottini et al., 2013). The resultant replicative stress-induced genomic instability constitutes
a critical determinant in both cancer development and treatment. Replicative stress is also
implicated in the molecular pathogenesis of aging and neurodegenerative disease, as well as

developmental syndromes such as primordial dwarfism (Negrini et al., 2010).

DNA fiber fluorography is commonly used to evaluate RF progression at the level of individual
DNA molecules (11). This method is based on the incorporation of halogenated nucleotide
analogs, such as chloro- (CldU), iodo- (IdU), or bromo-deoxyuridine (BrdU) in nascent DNA
at RF in living cells. In a typical experiment, sequential incorporation of two nucleotide
analogs, e.g., IdU and CldU, is performed. Cells are exposed to DNA replication stress-
inducing treatments during or after the second labeling period (Jackson and Pombo, 1998).
Following cell lysis and spreading of DNA on microscopy slides, DNA molecules are labeled
using anti-IdU and anti-CldU antibodies coupled to different fluorophores. Two-color images
generated by fluorescence microscopy then reveal contiguous labeled regions in elongated
DNA fibers. Measurement of the respective lengths of these labeled stretches of DNA permits
quantification of RF progression. Variations of this general experimental strategy have been
used extensively to quantify DNA replication dynamics in the context of replicative stress
induced by a plethora of experimental conditions, including exposure to chemotherapy drugs

and expression of oncogenes (Chaudhuri et al., 2016; Belanger et al., 2018).

Evaluation of DNA fiber length is generally performed manually using simple image manip-
ulation tools. This procedure is laborious and subject to inter- and intra-user variability
stemming in part from unintended bias in the choice of fibers to be measured. These prob-
lems highlight the need for a reliable computational method for unbiased analysis of DNA
fiber immunofluorescence images. To the best of our knowledge, the only available tool is not
free (Wang et al., 2011), and the source-code not open, rendering it unavailable for wide dis-
tribution and public validation. Here we present Automated DNA Fiber Analysis (ADFA), a
novel, fully-automated algorithm to segment (ie. delineate) and quantify labeled DNA fiber
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length from fluorescence microscopy images. ADFA is based on edge detection filters and
splicing techniques, and provides rapid, reliable, and unbiased analysis of DNA fibers. We
describe our algorithm in full detail, and use images obtained under different experimental
conditions to compare its performance with manual segmentation. Our open-source software

is offered free of charge to the scientific community.

3.2 Results

3.2.1 Inter-user variability upon manual quantification of DNA fibers on im-

munofluorescence images

DNA fiber immunofluorescence images display variations in fiber density, straightness, branch-
ing, and staining intensity. Inter-user variability due to biased identification and inaccurate
measurement of isolated fibers is expected. To evaluate this variability, three experienced
users were asked to manually segment the same batch of 6 images obtained from two dif-
ferent experiments (3 images per experiment). Cells were pulsed sequentially with IdU and
CIdU such that bicolor contiguous regions of DNA fibers represent progressing RF which
first incorporated IdU, and then CldU, into nascent DNA. Figure 3.1-A shows an example of
such images extracted from the second sample. Using a widely-available open-source image
manipulation software, GIMP (GNU Image Manipulation Program), users colored CldU and

IdU fiber sections in red and green, respectively.

We found that the number of segmented fibers was very different between users (Table 3.1).
For example, User 2 measured 60 fibers more than User 1 and 37 fibers more than User 3 in
sample 1, which represents respectively 21% and 13% of all the 285 segmented fibers (Table
3.1). Moreover, only 16% and 23% of the total number of segmented fibers were quantified
by every user for experiment 1 and 2 respectively. As an illustration, Figure 3.1-B shows how
many users chose each segmented fiber in an image extracted from experiment 2. Finally,
statistically significative differences were observed between User 3 and the other two users
(see Table 3.1 column 9, 10 and 11) when quantifying the distribution of ratios r (r=(CldU
length)/(IdU length) ), a widely-used metric to quantify the dynamics of RFs (Nieminuszczy
et al., 2016; Chaudhuri et al., 2016; Belanger et al., 2018).

Such disagreement among users illustrates the challenge surrounding manual selection of
fibers. This can be explained by several factors. First, overlap between IdU and CldU
signals complicates the precise localization of label changes, leading to variations in r ratio
quantification between users for a given fiber. Second, the frequent occurrence of small

gaps that split fibers in smaller segments may in some cases cause disparities between users.
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Table 3.1 Inter-user variability: manual quantification of CldU- and IdU-labeled DNA fibers
by three experienced users. The results of two independent experiments are presented. The
last 3 columns show the P-value when comparing distribution of ratios r (r = Sileneth)

ength
between users.

Total nb Fibers Fibers Fibers Fibers Fibers Fibers P value P value P value
of segment segmented segmented segmented chosen by chosen by chosen by (User 1 (User 1 (User 2
ed ﬁgers Yy Yy Yy only one only two the three Vs vs Vs
User 1 User 2 User 3 user users users User 2) User 3) User 3)
[ Experiment 1_| 285 87 (31%) 148 (52%) 111 (39%) 166 (58%) | 72 (25%) 47 (16%) 0.37 0.0027 | 1.6e-5
[ Experiment 2_| 273 97 (36%) 143 (52%) | 98 (36%) 100 (37%) | 111 (41%) | 62 (23%) 0.057 0.084 4.0e-5

Indeed, merging such segments during the quantification is a subjective choice: for example,
some users may tolerate high radii of curvature in single fibers whereas others prefer straight
fibers. Finally, entangled fibers, debris and non-specific antibody staining can interfere with

accurate measurements.

These factors are not only a source of variability for human segmentation, they also pose a
challenge for the development of image processing algorithms toward this task. Thus, our
initial objectives were: i) the identification of DNA fibers within a noisy image ii) the design
of a robust fiber splicing criteria for bridging the gaps along elongated straight fibers, and

iii) the removal of unexploitable tangled fibers.

To tackle those challenges, we devised the following approach (detailed in the Materials and
Methods section and summarized in Figure 3.2). After a preprocessing step in which fibers
are enhanced with respect to <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>