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APPAREIL D’'IMAGERIE ASSOCIE A UNE BASE DE DONNEES IMAGES.

@ La base de données images (30) comprend une plu-
ralité de tables (TAB) comprenant chacune des champs re-
latifs au moins aux conditions d’acquisition des images, et/
ou a lidentification de I’échantillon, les tables étant reliées
les unes aux autres selon des relations choisies.

Chaque acquisition d’image comprend une commande
du déplacement du porte-échantillon, des paramétres des
moyens de filtrage ou des parametres des moyens de trai-
tement, et une saisie des valeurs de chaque paramétre
d’acquisition dans les champs correspondants des tables
de la base de données.

L’appareil d'imagerie comprend une unité de consulta-
tion pour interroger la base de données images selon au
moins une requéte contenant au moins un critére corres-
pondant & au moins un paramétre d’acquisition, pour sélec-
tionner les images répondant audit critere et pour afficher
lesdites images ainsi sélectionnées.

L'unité de consultation comprend des moyens de traite-
ment et d’analyse propres a traiter les images ainsi acqui-
ses, ainsi que les données liées, extraites ou issues du
traitement de ces images.
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Appareil d’imagerie associé & une base de données images.

La présente invention se rapporte a l1’imagerie d’échantillons

et & la gestion des images a l’aide d’une base de données
relationnelle, intégrée, et polyvalente.

Elle trouve une application générale dans la capture et
l’analyse quantitative d’images et plus particuliérement dans
les applications des sciences de la vie basées sur l’identi-
fication et la mesure d’ADN (acide désoxyribonucléiques) a
haute résolution et haut débit.

Par exemple, elle trouve une application particuliére dans
les études en immunofluorescence, cytogénétique, génomique
appliquée, cytologie, biologie moléculaire, histo-cytochimie,
pharmacologie, toxicologie, et pathologie moléculaire, etc.

On connait déja de nombreux appareils d’imagerie par fluores-
cence d’échantillons biologiques. Par exemple, dans le brevet
FR-A-2532756, il est décrit un appareil d’imagerie par
fluorescence dans lequel un faisceau lumineux d’excitation
est acheminé sur un échantillon disposé sur porte-échantil-
lon. Les radiations émises par 1l’échantillon ainsi excité
sont acheminées vers des moyens de détection. Les signaux
détectés sont ensuite traités pour acquérir une image
correspondante de tout ou partie de l’échantillon observé. En
fluorescence, le faisceau d’excitation est filtré en longueur
d’onde afin de choisir le rayonnement utile pour produire le
phénoméne de fluorescence, tandis que les radiations émises
sont filtrées afin d’arréter les rayonnements n’intéressant
pas le phénoméne de fluorescence.

On connait aussi des appareils d’imagerie, (par exemple dans
le brevet US-A-4122518 - CASTLEMAN et al), qui comprennent en
outre une unité de commande électronique capable d’ajuster le
déplacement du porte-échantillon. Généralement, les images
acquises sont stockées sous forme numérique dans une base de
données. A l’aide d’une telle base de données, l’utilisateur
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est capable d’effectuer des taches de traitement de données,
de reconnaissance d’objets et de leur classification (par
exemple de type caryotypage). En pratique, 1l’utilisateur
sélectionne une image par son nom de fichier, ce qui offre
peu de possibilités de tri. De plus, la gestion de la base de
données est généralement limitée & une seule application,
relativement statique, sans grande possibilité d’évolution et
mal commode dans son interactivité avec l'utilisateur.

La présente invention apporte une solution a ces problémes.

Elle vise ainsi a fournir une base de données images rela-
tionnelle, intégrée, polyvalente, et permettant, lorsqu’elle
est associée a un appareil d’imagerie approprié, d’effectuer
notamment une sélection et un traitement d’images selon des
critéres beaucoup plus riches et sophistiqués que le simple
nom du fichier correspondant a 1’image, notamment selon des
paramétres liés & 1l’acquisition des images, et/ou a 1’identi-
fication de 1l’échantillon, et/ou aux données liées et/ou

issues et/ou extraites de ces images.

Elle porte ainsi sur un appareil d’'imagerie du type compre-
nant :

- un porte-échantillon ajustable au moins en X et en Y;

- un dispositif d‘illumination comprenant une source lumi-
neuse propre a générer un faisceau d’illumination;

-~ des premiers moyens de transport propres a acheminer ledit
faisceau d’illumination sur un échantillon disposé sur le
porte-échantillon;

- un dispositif de réception comprenant des seconds moyens de
transport propres a acheminer les radiations émises et/ou
transmises par l’échantillon ainsi illuminé sur des moyens de
détection montés a la sortie du dispositif de réception, les
premiers et/ou seconds moyens de transport comprenant des

moyens de filtrage ajustables;
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- des moyens de traitement pour traiter les signaux ainsi
détectés par les moyens de détection afin d’acquérir une
image correspondante d’'au moins une zone de 1l'échantillon;

- une unité de commande électronique propre a piloter au
moins le déplacement du porte-échantillon, les paramétres des
moyens de filtrage, et/ou les paramétres des moyens de
traitement, selon une pluralité de modes d’acquisition
d’images; et

- une base de données images, liée aux moyens de traitement,
et propre a contenir les images ainsi acquises.

Selon une définition générale de 1l’invention, la base de
données images comprend une pluralité de tables comprenant
chacune des champs relatifs au moins aux conditions d’acqui-
sition des images, et/ou & 1’identification de 1’échantillon,
les tables étant reliées les unes aux autres selon des
relations choisies;

- chaque acquisition d’image comprenant une commande du
déplacement du porte-échantillon, et/ou des paramétres des
moyens de filtrage et/ou des paramétres des moyens de traite-
ment, et une saisie des valeurs de chaque paramétre d’acqui-
sition dans les champs correspondants des tables de la base
de données;

- 1l’appareil d’'imagerie comprenant en outre une unité de
consultation pour interroger la base de données images selon
au moins une requéte contenant au moins un critére corres-
pondant & au moins un paramétre d’acquisition, pour sélec-
tionner les images répondant audit critére et pour afficher

et/ou traiter lesdites images ainsi sélectionnées.

La Demanderesse a ainsi observé de fagon surprenante qu’en
maitrisant et commandant l’ajustement notamment des paramé-
tres de déplacement du porte-échantillon, des paramétres des
moyens de filtrage et/ou des paramétres des moyens de traite-

ment, elle dispose de nombreuses informations liées a
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l’acquisition des images, dont les valeurs peuvent é&tre
saisies et reliées entre elles dans les tables respectives de
la base de données images, ce qui permet d’'offrir une base de
données images relationnelle, intégrée, polyvalente, suscep-
tible d’étre interrogée selon des requétes contenant des
critéres correspondant au moins aux conditions d‘acquisition
des images et/ou a l’identification de 1l’échantillon. Il en
résulte que l’utilisateur d’un tel appareil d‘imagerie selon
1l’invention dispose d’une base de données images a tables
multiples susceptible d’étre interrogée selon des requétes
riches, sophistiquées, dynamiques, liées directement au moins
aux conditions d’acquisition des images et/ou a l’identifica-
tion de 1l’échantillon, ce que n’offrent pas les bases de

données de l’état de la technique.

Selon une autre caractéristique importante de l’invention,
1’unité de consultation comprend en outre des moyens de
traitement et/ou d'analyse propres a traiter et/ou analyser
les images ainsi acquises, ainsi que les données liées et/ou
extraites et/ou issues du traitement et/ou de 1l’analyse de

ces images.

Enfin, la base de données est polyvalente puisqu’elle est
susceptible d’étre utilisée pour n’importe quelles applica-
tions d’imagerie (fluorescence, microscopie en transmission,
fond clair, etc), ce qui n’est pas le cas des bases de
données de l’état de la technique qui sont généralement
dédiées a une seule application.

En pratique, les champs des tables multiples appartiennent au
groupe formé par les coordonnées en X, Y et/ou Z du porte-
échantillon, les conditions de fonctionnement de la source
lumineuse; la longueur d’ondes, la largeur de bande, 1le
facteur d’atténuation, et/ou la position des moyens de
filtrage; 1les conditions temporelles de 1l’'acquisition
d’images; la nature et les paramétres de fonctionnement des
éléments des premiers et seconds moyens de transport; les
paramétres de fonctionnement des moyens de détection; et les
paramétres de fonctionnement des moyens de traitement.
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De préférence, l’'unité de consultation comprend des moyens de
traitement d’images de type contraste, filtrage linéaire,
opérations de morphologie mathématique, segmentation, ainsi
gue des moyens de calcul de type caractérisation de forme, de
densité, de texture, de topologie et d’organisation spatiale
ainsi que des moyens de présentation de tableaux de résultats
de type tableur ou outil d’analyse et d’interprétation
statistique.

D’autres caractéristiques et avantages de 1l’invention
apparaitront a la lumiére de la description détaillée ci-
aprés et des dessins dans lesquels :

- la figure 1 représente schématiquement un appareil d’image-

rie selon 1l’invention;

- la figure 2 est un organigramme illustrant 1l’acquisition
des images et la saisie des valeurs d’acquisition dans la

base de données images selon l’invention;

- la figure 3 représente un diagramme de la base de données
d’images selon l’invention représentant les relations entre

les tables multiples;

- la figure 4 représente un organigramme illustrant la
sélection d’une image stockée dans la base de données images
selon l’invention; et

- la figure 5 représente un organigramme illustrant un
exemple de traitement et d’analyse d’images stockées dans la
base de données images selon l’invention.

En référence & la figure 1, on a représenté un appareil
d’imagerie par fluorescence auquel est associée une base de
données images selon l’invention. Bien évidemment, la base
données images selon l’invention peut étre associée a tout
autre type d’appareil d’imagerie, par exemple microscope
optique (transmission, fond clair), mais aussi microscope
électronique a balayage, microscope confocal, etc.
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L’appareil d’'imagerie de la figure 1 comprend un porte-
échantillon 2 destiné a supporter un échantillon 4. Le porte-
échantillon 2 est mobile, selon au moins deux directions
orthogonales par rapport au plan de 1’échantillon (directions
X et Y). Le porte-échantillon 2 est supporté par un statif 6.
Le porte-échantillon 2 est également réglable en hauteur
(direction Z ou focus). Le porte-échantillon est, par
exemple, une table motorisée a 1l’aide de deux moteurs, l'un
par l’axe X et l’autre par l’'axe Y. Une unité de commande 8
pilote le déplacement de la table motorisée 2 en envoyant des
ordres choisis 9 et en recevant des réponses 11 auxdits

ordres 9.

Une source lumineuse 10 est apte a générer un faisceau
d’excitation 12 (pour 1la fluorescence) ou un faisceau
d’illumination (pour 1l’observation en transmission). Le
faisceau d’excitation 12 est acheminé sur 1’échantillon 4 via
des moyens de transport qui peuvent comprendre une optique
spécifique de séparation 14 (miroir dichroique) et une
optique de grossissement 16 (objectif). Le miroir dichroique
14 permet d’envoyer le rayonnement d‘excitation 12 vers
l’échantillon 4 et de laisser passer l’'émission de fluores-

cence 22 vers l’oeil de l’'observateur.

En régle générale, l’objectif 16 en fluorescence grandit de
10 a 100 fois.

La source lumineuse 10 est, par exemple, une lampe & arc a
vapeur de mercure, une lampe arc de xénon, ou une lampe a

-~

halogéne (& microscopie a transmission).

Des filtres d’excitation 18, disposés en aval de la source de
rayonnement 10, permettent de choisir le rayonnement utile
pour produire la fluorescence.

Des filtres d'arrét 20, disposés entre 1l’'échantillon 4 et
l’ceil, éliminent les rayonnements réémis par 1l’échantillon
4 et n’intéressant pas le phénoméne de fluorescence.
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Du fait que les maxima des longueurs d’ondes du rayonnement
d’'excitation et de 1l’émission de la fluorescence sont proches
1’un de l’autre (de l’ordre de la dizaine de nanométres), le
choix des filtres d’excitation et des filtres d'arrét se
révéle extrémement délicat dans la pratique. Les moyens
optiques d’observation sont généralement constitués d’un
microscope spécialement adapté a la technique d’observation

en fluorescence.

Le porte-échantillon 2 est susceptible de porter une plura-
lité d’échantillons. L’'unité électronique de commande 8 est
susceptible de déplacer ledit porte-échantillon sous un ou
plusieurs objectifs de grandissement 16 divers et un oculai-
re. Le ou les objectifs 16 donnent de l’‘objet observé une

image réelle tandis que l’oculaire fournit a l‘oeil une image
virtuelle grossie.

En pratique, les filtres d’excitation 18 et d'arrét 20 sont
portées par des roues mobiles en rotation. Une unité électro-
nique de commande 24 envoie des ordres 19 et 21 vers les
filtres d’'excitation 18 et les filtres d’arrét 20 afin de
choisir le filtre correspondant au choix de l’utilisateur.

De méme, 1l'unité électronique de commande 24 envoie des
ordres 23 a la source lumineuse, selon des paramétres
choisis, notamment concernant 1’intensité de la lampe, et le
réglage du diaphragme, (le cas échéant).

Les unités électroniques de commande 8 et 24 sont pilotées
selon des programmes contenus dans un micro-ordinateur 26,
dont le systéme d’exploitation est, par exemple, WINDOWS NT
(marque déposée).

Les radiations d’émission de fluorescence 22 sont détectées
par une caméra 28 a réseaux de détecteurs semi-conducteurs de
type CCD. Les signaux détectés par la caméra 28 sont enregis-
trés dans des mémoires numériques 29 afin d’étre traités par
des programmes de traitement d’‘images, et stockés sur des

mémoires magnétiques (non représentées) dans le micro-
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ordinateur 26. Les mémoires numériques peuvent &tre disposées
dans des cartes spécifiques ou dans le micro-ordinateur. Les
images sont par exemple stockées au format TIFF (Tagged image
file format, pour format pour fichier d'image étiqueté).

La caméra 28 est de préférence a haute résolution, par
exemple 1280 x 1024 pixels, avec une profondeur de mesure du
signal par pixel d’au moins 10 bits (1024 niveaux), et a
refroidissement par effet Peltier. Le capteur est du type
interligne 2/3’’. La vitesse de capture est par exemple de 7
images par seconde en haute résolution. La caméra 28 comprend
une carte d’interface de type bus PCI, reliée au micro-

ordinateur 26.

Les paramétres de la caméra, notamment gain, offset, et temps
d’exposition sont réglables électroniquement. La caméra est
capable de prendre une seule image ou bien une série d'ima-
ges. Les images sont acheminées automatiquement, apreés
acquisition, dans la table "image" de la base de données que
1l’on décrira plus en détail ci-aprés.

Selon l’invention, le micro-ordinateur 26 est capable de
gérer une base de données images 30 stockant non seulement
les images ainsi acquises mais surtout tous les paramétres
relatifs aux conditions d’acquisition de ces images ainsi que
postérieurement toutes les valeurs des paramétres et informa-
tions issus du traitement et de 1l’analyse de ces images. Le
micro-ordinateur 26 comprend une unité de consultation 32
permettant d’interroger la base de données 30.

En référence a la figure 2, on a représenté un organigramme
illustrant de fagon générale l’acquisition d‘une image avec
1l’appareil d’'imagerie selon 1l’invention.

Comme décrit ci-avant, l’acquisition d’une image est précédée
de la commande (étape 1) des éléments participant a l’acqui-
sition de l'image. La commande concerne notamment l’ajuste-

ment du porte-échantillon, des moyens de filtrage, de la
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caméra, des moyens de traitement et/ou des moyens d’analyse
quantitative.

Aprés acquisition de 1l’image, il est prévu de saisir les
valeurs des paramétres liés a l’acquisition dans les tables
de la base de données que l’'on décrira plus en détail ci-
aprés (étape 2). Par saisie, on entend ici 1'opération
automatique d’enregistrement des valeurs des paramétres ou
bien encore la saisie manuelle de ces valeurs par un opéra-

teur.

Le fichier image de l’image ainsi acquise est é&galement

stocké (étape 3).

En pratique, dans certaines applications, telle que celle
appelée "capture a balayage 2D", le déplacement du porte-
échantillon en X et Y permet l‘examen successif d’une
pluralité d’alvéoles contenant une préparation & observer, ou
bien encore de la totalité d‘une structure particuliére
constituant 1l’échantillon.

Dans d’autres applications, notamment en fluorescence, il est
nécessaire de réaliser une capture multispectrale. Dans ce
cas, la caméra examine successivement 1l’échantillon a travers
les moyens d’observation optiques et a travers au moins deux
filtres colorés ou sélectifs différents, choisis en fonction
de la longueur d’onde du rayonnement lumineux qu’ils laissent
passer soit pour la transmission a travers l’échantillon,

soit pour les rayonnements issus de la fluorescence.

Les moyens de mémorisation 29 enregistrent les signaux
électriques correspondant aux images colorées individuelles
vues et enregistrées digitalement par la caméra. Des moyens
restituent simultanément les signaux électriques a la sortie
desdites mémoires et des moyens font varier le gain et le
temps d’exposition de la caméra 28 de fagon que l‘’amplitude
des signaux de sortie de celle-ci soit toujours supérieure a
un seuil prédéterminé, et tienne compte, en les corrigeant,
des signaux non représentatifs (bruit).
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Dans le cas d’immunofluorescence, il est généralement
suffisant de n’utiliser que deux images colorées différentes,
a savoir une image rouge et une image verte. Cependant, dans
certains cas, il peut étre avantageux d‘utiliser une troi-

siéme image, bleue par exemple.

Il convient de remarquer que les roues porte-filtres compren-
nent chacune un disque pourvu de 8 filtres colorés mis en
rotation de fagon a amener successivement les filtres dans
une position perpendiculaire au faisceau lumineux. Un tel
disque est entrainé par un moteur, par exemple de type pas a
pas, dont le fonctionnement est bien entendu synchronisé avec
le reste de 1’appareil selon 1l’invention et notamment la mise
en mémoire des signaux correspondant aux images colorées
individuelles. Pour assurer au moins en partie une telle
synchronisation, il est avantageux de prévoir des capteurs
fixes, par exemple optoélectroniques et/ou magnétiques,
coopérant avec des repéres dudit disque.

L’appareil d’imagerie selon 1l’invention est apte & acquérir
automatiquement des images selon plusieurs modes ou protoco-
les d’acquisition.

L’un des protocoles consiste a acquérir automatiquement une
série d’'images du méme échantillon. Le porte-échantillon est
déplacé selon des mouvements choisis en X et Y. Ce protocole
est appelé "capture a balayage 2D". Plus précisément, avec ce
protocole, on peut balayer de fagon systématique, selon les
axes X et Y, l’ensemble d'un échantillon a fort grandissement
(par exemple au x40 ou au x100). L‘’observation peut aussi
étre réalisée & l’intérieur d’une région d’un échantillon
dont la position et la surface sont définies graphiquement
par l’utilisateur a l’issu d’un dialogue avec les moyens de
traitement, ou préprogrammée & l’aide d’un algorithme faisant
usage de connaissance a priori sur la structure spatiale de

1’échantillon.

Un autre protocole peut inclure le contrdle des déplacements
selon l’axe Z. Ce protocole consiste ainsi a acquérir
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plusieurs plans ou coupes du méme échantillon (pile en 2). Ce
protocole est appelé "capture 3D multicouches". Plus précisé-
ment, avec ce protocole, on peut acquérir une pile de
plusieurs coupes d’un échantillon biologique d’une certaine
épaisseur, la méme scéne ou partie d’échantillon étant
observée et capturée dans les différents plans ou différentes
positions du porte-échantillon selon la direction Z (expri-
mées a la précision du centiéme de microns), correspondant a
la mise au point focal, réalisé par logiciel. Cette fonction
est particuliérement intéressante pour 1l’identification et la
mesure d’objets (sonde ADN) de trés petite taille se trouvant
a différents niveaux dans l‘épaisseur d’un échantillon dans

différentes conditions de lumiére d’observation.

Encore un autre protocole consiste a acquérir un ensemble
d’images de la méme scéne ou partie de 1l’échantillon en
utilisant différentes lumiéres d’'excitation ou de fluorescen-
ce, ou encore différentes couleurs de visualisation (rouge,
vert, bleu) correspondant aux différents filtres d’excitation
et d’arrét. Ce protocole est appelé "capture multispectrale".

Encore un autre protocole consiste a acquérir des images
selon différentes configurations ou modalités d’acquisition,
par exemple fluorescence, fond clair, transmission). Ce mode
est appelé multi-modal. A l’issue de ce mode, l‘utilisateur
peut fusionner les images résultantes pour un traitement et

une interprétation ultérieure.

On peut aussi contrdler les temps de prise des images ainsi
que les réglages de l'électronique de capture. Par exemple,
on acquiert une série temporelle d’images, c’est-a-dire
acquises pendant un temps total déterminé, a intervalle de
temps paramétrable.

De plus, l’‘utilisateur peut combiner plusieurs protocoles
selon l’application envisagée. Ces protocoles d’acquisition
peuvent en outre étre enrichis de la mise au point automati-

que en transmission et/ou en fluorescence, du positionnement
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d’un obturateur de lumiére pour protéger 1l‘échantillon, et du
traitement d’images en ligne (pendant la capture).

Toutes les images ainsi acquises peuvent étre stockées dans
la base de données images que l’on décrira plus en détail ci-
aprés. Ces images ainsi stockées sont avantageusement
susceptibles d’étre traitées, rechargées, combinées par sous-

ensembles d’images.

Par exemple, il est possible de réaliser différentes fonc-
tions de fagon totalement automatisée lors de protocoles
d’acquisition programmés. L’utilisateur peut aussi créer des
protocoles permettant de combiner les fonctions décrites ci-
avant. Par exemple, l’utilisateur peut sélectionner des modes
automatiques de séries temporelles et de séries multi-
spectral, pour réaliser en mode automatique, des mesures des
variations au cours du temps des concentrations d’ions, tels
que Calcium, Hydrogéne, Sodium, Chlore,..., & l’intérieur de
cellules, en particulier lors de leur excitation par des

drogues ou par des signaux électriques.

De méme, en sélectionnant les modes de série multi-plans en
%z, et de balayage de régions en X et Y, on peut réaliser en
automatisation des études d’imagerie en volume (tridimension-
nelle) a trés haute définition spatiale. La combinaison de
ces modes avec le mode multi-spectral permet d’ajouter la
dimension spectrale aux séries d’'images obtenues automatique-
ment (mise au point de procédés de développement de médica-
ments ou contrdle de qualité de production de solutions

biologiques industrielles).

En référence a la figure 3, la base de données d’images selon
l’invention comprend une pluralité de tables de paraméetres
TAB, individualisées en TABl1 a TABl2. Chaque table comprend
une liste de paramétres ou champs relatifs au moins au

déplacement du porte-échantillon, aux moyens de filtrage
d’excitation et d’arrét, aux moyens de traitement des signaux

détectés par la caméra CCD, et/ou a 1l’identification de

l’échantillon.
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La table TABl "préparations" est relative aux préparations
liées a l’application.

En pratique, la table TAB1 "préparations" comprend quatre
champs CH individualisés en CH1 & CH4. Le champ CH1l est
relatif au nom de la préparation. Le champ CH2 est relatif a
la date de la préparation. Le champ CH3 est relatif a la
nature de la préparation. Le champ CH4 est destiné & recevoir
une description de la préparation.

La table TAB2 "lames" est relative aux lames.

En pratique, la table TAB2 comprend cing champs. Le premier
champ est relatif au nom de la lame. Le second champ est
relatif au type de la structure de la lame, par exemple une -
matrice de 8 x 3 alvéoles. Le troisiéme champ est relatif a-

-

la région ou zone de l’échantillon a observer. Le quatriéme
champ est relatif a la position de la lame a analyser dans la
liste des positions X, Y et Z de ladite lame. Le cinguiéme

champ est relatif aux repéres de mises au point (focus).

La table TAB3 "caméras" est relative aux moyens de détection.
Cette table comprend six champs. Le premier champ est relatif
au nom de la caméra. Le second champ est relatif au canal de
connexion de la caméra au micro-ordinateur afin d’assurer la
capture des images. Les trois & sixiéme champs sont relatifs

a la géométrie (taille, nombre de pixels, etc) de la matrice
CCD de la caméra.

La table TAB4 "acquisition statuts" est relative aux statuts
d’acquisition des images. Elle comprend dix champs. Le
premier champ est relatif a 1l’identification du champ
acquisition. Le second champ correspond au paramétre relatif
a l’intensité de la lampe. le troisiéme champ correspond a
l’ouverture du diaphragme de la lampe. Les guatriéme et
cinquiéme champs sont relatifs aux références négative et
positive du canal de connexion de la caméra au micro-ordina-
teur. Le septiéme champ est relatif au gain de la caméra. Le
huitiéme champ est relatif au temps d’exposition de la
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caméra. Le neuviéme champ est relatif au nombre de couches en
Z destinées a étre acquises, fusionnées et/ou traitées.
Enfin, le dixiéme champ est relatif a la distance entre les
différentes couches, la distance étant exprimée en microme-

tres.

La table TAB5 "scénes" est relative aux scénes. Cette table
comprend seize champs.

Le premier champ comprend le numéro d’identification unique
de la scéne. Le deuxiéme champ est relatif au nom de la
préparation. Ce champ est relié au champ "préparation" de la
table TABl. La relation de la table TAB1 a TAB5 est de type
un a plusieurs, c’est-a-dire qu’une préparation peut avoir
plusieurs scénes. Le troisiéme champ est relatif au nom de la
lame. Ce champ est relié au champ "lame" de la table TAB2. La
relation TAB2 vers TAB5 est de type un a plusieurs. Le
quatriéme champ est destiné & des commentaires. Les cinquié-
me, sixiéme, septiéme et huitiéme champs sont destinés a la
position de la scéne dans la mosaique représentant l’ensemble
des scénes. Si la mosaique des scénes n’est pas référencée en
systéme métrique, les neuviéme et dixiéme champs sont
relatifs aux nombres, exprimés en lignes et en colonnes
référencant la scéne dans la mosaique. Les onziéme et
douziéme champs sont destinés a 1l’aspect ainsi qu’a la
calibration d’images. Cet aspect peut correspondre a la
hauteur du pixel divisé par sa largeur. Pour les images en
systéme métrique, la largeur du pixel est indiquée en
micrométres. Enfin, les quatre derniers champs sont relatifs
a4 des positions absolues et relatives en X et Y.

La table TAB6 "modalités" est relative aux modalités d’acqui-
sition. Elle comprend 15 champs.

Le premier champ est relatif au nom de la modalité d’acquisi-

tion.
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Le deuxiéme champ est relatif au type d’imagerie dans lequel
se fait 1l’observation de 1l’échantillon (fluorescence,

transmission, fond clair).

Le troisiéme champ est relatif a l’objectif. Ce champ est
relié a la table TABS que l’on décrira ci-aprés. La relation

TAB6 vers TAB8 est de type plusieurs a un.

Les quatre & septiéme champs sont relatifs au nom des filtres
reliés a la table relative aux filtres TAB9 que l’on décrira
plus en détail ci-aprés. Les champs filtres sont reliés par

des relations plusieurs a un.

Le huitiéme champ est relatif au nom de la caméra. Ce champ
est relié a la table TAB3 selon une relation TAB6é vers TAB3
de type plusieurs a un.

Le neuviéme champ correspond a l’ordre chronologique de
l’acquisition (par exemple filtre bleu avant filtre rouge).

Le dixiéme champ est un champ réservé aux commentaires.

Les coefficients permettant 1l’équilibre entre les couleurs
(rouge, vert et bleu) sont regroupés dans le onziéme champ.

Les limites d’exposition de la caméra sont exprimées dans les
douziéme et treiziéme champs : exposition niveau bas,

exposition niveau haut.

Un facteur de correction en Z pour corriger les décalages dus
aux aberrations chromatiques et a la focalisation est prévu

dans le quatorziéme champ.

'Enfin, un champ "acquisition" est prévu. Ce champ est relié

selon une relation un & un avec la table TAB4 et le champ

correspondant.

La table TAB7 "images" est relative aux images ainsi acquises
selon l’invention. Elle comprend par exemple douze champs.
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Le premier champ est le numéro d’identification alphanuméri-
que de l’image. Ce champ correspond au nom du fichier image.

Le champ numéro deux correspond au numéro d’'identification de
la scéne. Ce champ est relié au champ scéne de la table TABS
selon une relation plusieurs a un dans le sens TAB7 vers
TABS.

Le champ numéro 3 correspond au nom de la modalité. Ce champ
est relié au champ modalité correspondant de la table TAB6
selon une relation plusieurs a un dans le sens TAB7 vers
TABG6.

Un numéro d’identification de 1l’image parente est prévu pour
les images filles (champ n°4) a 1l’issue d’un traitement
choisi sur la ou les images parentes.

Un champ "événement" (champ n°5) est destiné a recevoir les
informations enregistrées lors de l’acquisition des images.

Les coordonnées en Z sont stockées dans le champ "Z" (champ
n°6). La durée d’acquisition ou le temps relatif de la
capture d’images en secondes est destinée a étre stockée dans
le champ n°7. Les coefficients d’équilibre des couleurs
(rouge, vert et bleu) sont stockés dans le champ n°8.

L’état des objets définis dans les images (masques, étiquet-
tes) sont identifiés dans le champ statut (champ n°9). Le
champ quantification est prévu (champ n°10). La date de
création ou d’acquisition d’images est prévue également
(champ n°11) ainsi qu’un dernier champ (champ n°12) relatif
aux objets de 1l’'image (masques, étiquettes, etc...).

La table TAB8 est relative aux objectifs utilisés par
1l’appareil d’imagerie. Elle comprend huit champs. Le champ
n°l correspond au nom de 1l’objectif. Le champ n°2 est relatif
au facteur de grossissement. Le champ n°3 est relatif a
l’ouverture numérique de l’objectif. L’épaisseur du plan
focal est indiquée dans le champ n°4. La position de l'objec-



10

15

20

25

30

35

2807543
17

tif dans la tourelle est exprimée dans le champ n°5. Le
décalage en X et en Y par rapport a l’axe optique est prévu
dans les champs n°6 et n°7. Enfin, le champ n°8 est relatif
au type de l’objectif (sec, huile, eau).

La table TAB9 correspond & la table des filtres. On retrouve
dans cette table le nom du filtre, le centre de la bande de
transmission, la largeur de la bande de transmission en
nanométres, la position du filtre dans la roue. Le facteur
d’atténuation est aussi indiqué avec un facteur égal a un
pour une transparence totale et un facteur égal & zéro pour

une obturation totale.

La table TAB12 "acquisition image" est sensiblement identique
a la table. TAB4. Elle comprend en outre le champ "image”
(champ n°l) qui est relié selon une relation un & un avec le
champ "image" de la table TAB7. La table TABl2 décrit aussi
les réglages électroniques et mécaniques des différends
dispositifs participant & l’acquisition de 1l’image & 1l'ins-
tant de ladite acquisition. Cette table est utile car elle
regroupe les champs principaux relatifs aux conditions
d’acquisition des images. A 1’aide de cette table, l’utilisa-
teur peut facilement sélectionner et afficher une image selon
les criteéeres d’acquisition.

Les tables TABl1l0 et TABll sont relatives aux résultats. On
distingue pour chaque image, un jeu d’objets ou de =zones
d’intérét (par exemple cellules, chromosomes, particules).

La table TAB1l0 s’appelle "résultats-objets". Elle contient
trois champs. Le premier champ est relatif aux objets de
1’image. Le second champ est relatif au champ "image". Ce
champ est relié au champ "image"” de la table TAB7 selon une
relation plusieurs a un dans le sens TAB10 vers TAB7. Le
troisiéme champ et les suivants sont relatifs aux paramétres
spécifiques (surface, périmétre, intensité de fluorescence)

de chaque objet.
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Sur chaque objet, il est possible d’observer en outre des
zones d’intérét ou spots de dimensions encore plus petites
que lesdits objets. La table TABll qui s’appelle "résultats-

spots" sert justement a contenir des informations sur ces
zones d’intérét.

La table TABll comprend quatre champs. Le champ "spot" est
relatif a une zone d’intérét d’un objet (par exemple grain
d’argent en hybridation in situ, point fluorescent). Le champ
"image" est relié au champ "image" de la table TAB7 selon une
relation un & un. Le troisiéme champ est relatif aux objets.
Ce champ est relié est relié au champ "objets" de la table
TAB10 selon une relation un & plusieurs dans le sens TAB1l0
vers TABll. Enfin, les derniers champs sont relatifs aux

paramétres spécifiques du spot.

L’innovation réside notamment ici dans le fait de disposer de
plusieurs tables contenant chacune des champs relatifs a
l’acquisition des images, & 1’identification de 1’échantillon
ainsi qu‘au traitement et & 1’analyse des données liées et/ou
issues et/ou extraites de ces images.

En référence a la figure 4, il est possible d’interroger la
base de données 30 selon des requétes contenant des criteéres
correspondant a au moins un paramétre d’acquisition (étape
10), a sélectionner les images répondant auxdits criteres
(étape 11), et afficher et/ou traiter lesdites images ainsi
sélectionnées (étape 12).

D’une fagon générale une requéte permet de chercher, trier,
et de récupérer des données spécifiques. La requéte sélec-
tionne un ensemble d’enregistrements satisfaisants les
critéres définis par 1l’utilisateur. Le résultat de la requéte
constitue une feuille de réponse dynamique.

Par exemple, la requéte peut comprendre des critéres relatifs
a 1l’'identification de l‘’échantillon, (ici avec les champs des
tables "préparations", "lames" et "scénes"), et aux condi-
tions d’acquisition des images (ici avec 1les champs des
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tables T"acquisition statuts", "modalités", "objectifs",
"filtres", "acquisition image". La sélection peut aussi se
réaliser a l‘aide de la table "images".

Bien évidemment, la base de données 30 peut étre mise a jour
a l’'aide de formulaires. Ces formulaires permettent aussi de
consulter et d’ajouter des données dans les tables multiples
dans une mise en forme qui peut étre personnalisée.

Des états de sortie permettent de présenter les informations
sous forme écrite ou affichage sur la console de consulta-
tion.

La requéte peut aussi requérir un traitement particulier des
images brutes ainsi acquises. Par exemple, la requéte peut
consister a mesurer et visualiser le niveau d’intensité en
fluorescence verte a l’intérieur d’objets tels que reconnus
dans une image obtenue par exemple avec un filtre bleu. En
réponse a cette requéte, l’unité de consultation interroge la
base de données, qui trouve alors l'image verte correspon-
dante, gréce aux paramétres d’acquisition des images (image,
scéne, positions X et Y, filtre, caméra, temps d’'exposition,

etc).

Le traitement d’image approprié (ici calcul de niveau
d’intensité) est appliqué aux objets de 1l’image verte ainsi
sélectionnée. Le résultat du calcul est délivré sur l’unité
de consultation.

La table de résultat peut aussi étre interactive. Ainsi, avec
le clic d’une souris informatique sur une valeur choisie d’un
champ de la table, on permet a l’utilisateur de surligner une
région choisie de 1l’image et le clic de la souris sur un
événement de 1l’image permet de surligner l’entrée correspon-
dante (ou champ) de la table.

Inversement, les paramétres (ou champs) des tables TABI1O,
TAB11l, et TABl2 ainsi que de la table "images" TAB7" (notam-
ment les champs "X", "Y", "Z", "modalité d’acquisition"”,
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"temps d’acquisition", etc) permettent de retrouver la ou les

images correspondant a ces paramétres dans la base de données
et de les afficher.

Il convient de remarquer que la structure de la base de
données selon l’invention permet d’améliorer 1l’analyse des
images en terme de souplesse d'utilisation et de richesse de

traitement.

Par exemple, la base de donnée selon l’invention peut étre
utilisée dans une procédure d’'imagerie destinée a détecter et
mesurer les amplifications (nombre de copies) et les délé-
tions (suppressions) de séquences ADN dans des chromosomes de
cellules tumorales (cancéreuses) par comparaison aux mémes
chromosomes de cellules normales. Cette procédure, appelée
"CGH" pour "Comparaison Génomique aprés Hybridation", est un
test fournissant des informations uniques pour l‘aide a
1l’interprétation et au diagnostic de tumeurs cancéreuses.

L’affichage des profils (niveau d’intensité en fluorescence)
peut aussi étre interactif. Un utilisateur peut ainsi
surligner des pixels choisis dans une image. De méme, des
images issues d’un traitement particulier (par exemple
normalisation) peuvent aussi étre ajoutées dans la base de
données. Ces images peuvent avantageusement étre affichées
selon une palette de couleurs appropriée afin de faciliter
1l’interprétation. De méme des calculs ou seuillages peuvent
étre réalisés sur les images & l’aide d’un tableur ou autre
outil d’analyse et d’interprétation statistique.

La procédure automatique d’analyse des données et l’utilisa-
tion de la base de données selon l’invention trouve une
application particuliére en microscopie de fluorescence a
fort grossissement. Dans cette application, le protocole
d’acquisition implique 1le balayage systématique en X-Y,
l’autofocus pour chaque région d’échantillon observée et la
fonction automatique multi-couleurs, en l’occurrence de trois
filtres sélectifs de lumiére en excitation et en émission

bleu, rouge et vert.
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Par exemple (figure 5), les images obtenues en modalité bleue
(étape 20) contiennent 1l’information ou représentent les
chromosomes présents dans chacune des cellules observées. Un
premier algorithme d’analyse, apte a combiner la forme des
objets et la densité de leur coloration en bleu, permet de
détecter les contours de ces objets. En sortie de cette étape
de détection de contours, une image binaire (contenant des 0
ou 1 en chaque point) est générée, appelée masque des objets
(chromosomes, dans cet exemple).

Un deuxiéme algorithme de reconnaissance (ou de caractérisa-
tion de forme) permet (étape 21), par exemple, la localisa-
tion précise des "centroméres" de chaque chromosome détecté
et leur classification par comparaison a une base de données
de référence conduisant a la génération d’une image d’un type
particulier appelé caryotype, ol l'’ensemble des chromosomes
de la cellule observée sont représentés selon leur apparie-
ment et leur appartenance a une classe définie par convention
dans la base de référence.

En pratique, pour chacune des cellules observées, les images
obtenues en vert et en rouge sont automatiquement normalisées
selon une méthode faisant elle-méme appel a la structure
intégrée de la base de données. Le niveau du fond est évalué
par deux techniques alternatives, soit comme la valeur du
mode de l’histogramme de distribution de 1l’intensité dans
l’image & l’extérieur des contours des chromosomes tels que
détectés selon le premier algorithme d’analyse, soit comme la
valeur calculée dans la proximité immédiate (voisinage) aprés
un filtre numérique de type "chapeau haut de forme". Ces deux
valeurs de fond vert et de fond rouge sont respectivement
soustraites des images verte et rouge. Enfin, pour chaque
cellule observée et a 1l’intérieur du contour de chaque
chromosome, on calcule point par point la valeur du rapport
normalisé des intensités mesurées.

Lors de ces étapes 20 et 21, de nombreuses requétes sont
faites a la base de données images selon l’invention. Ces
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requétes sont formulées en utilisant les champs des tables
TAB décrites en référence a la figure 3.

Par exemple, la sélection au moins des champs "image",
"scéne", "modalité" de la table TAB7 et du champ "filtre 1"
de la table TAB6 permet d‘identifier, sélectionner et
afficher une image d’une zone d’'un échantillon obtenue en
modalité bleue. La sélection du champ "filtre 2" de la table
TAB6 permet d’identifier, sélectionner et afficher 1’'image de
la méme scéne obtenue en modalité rouge. De méme, la sélec-
tion du champ "filtre 3" de la table TAB6 permet d’identi-
fier, sélectionner et afficher 1l’image de la méme scéne
obtenue en modalité verte.

La structure de la base de données permet en outre de rendre
l’ensemble de la procédure automatique non seulement possible
mais particuliérement performante. En particulier, le fait de
retrouver rapidement pour chaque cellule observée, 1l'image de
coloration bleue avec le masque (image binaire) de certains
objets d’intérét (chromosomes) et toutes les images associées
a cette méme cellule (ou plus généralement scénes ou parties
d’échantillon) observée, en l'occurrence les images verte et
rouge, respectivement représentatives du marquage de 1'ADN
normal et tumoral. De méme 1l’image du rapport des images
précédentes, est elle-méme intégrée dans la base de données
de cette étude particuliére. Cette image du rapport des
images précédentes est aisément analysable, susceptible
d’étre archivée, référencée et transmise, etc, a l’aide des
outils de gestion de cette base de données images.

Par exemple, les axes des chromosomes peuvent étre calculés
automatiquement et utilisés dans une fonction de génération
et représentation des profils de l’intensité de fluorescence
pour chaque chromosome observé en lumiére verte et rouge. La
structure de ces objets dans la base de données permet une
fonction unique de représentation de liens visuels sur un
méme écran de travail entre la position et la valeur sur un
profil de chromosome et la position sur 1’image du chromosome
lui-méme.
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De méme, aprés leur normalisation et leur représentation dans
un code de couleurs adapté & l'interprétation des valeurs des
rapports, les images obtenues, pour chaque cellule ou partie
d’échantillon observé, peuvent &tre soumises a des algorith-
mes de détection de région de localisation des amplifications
et des délétions.

A l’issue de cette détection automatique, un tableau de
résultat est créé, intégré & la base de données, et affiché
(étape 22). Ce tableau contient par exemple pour chacune des
régions, la classe du chromosome sur lequel elle se trouve,
sa position précise définie par rapport au centromére et a la
longueur du chromosome, sa surface, les valeurs statistique-
ment significatives de l’intensité de la couleur en vert et
rouge et du rapport de ces valeurs.

Le tableau de résultats (étape 23) est lui-méme représenté a
l’écran de 1l'unité de consultation avec des fonctions
graphiques de dialogue permettant une interactivité (rendue
trés aisée par l’utilisation de la souris et/ou du clavier)
entre les différents champs des tables de la base de données
images (image, objet détecté par analyse de ces images,
valeur correspondante en ligne et en colonne dans le ta-
bleur). Des outils d’analyse et d’interprétation statistique
permettent d’analyser ces tableaux de résultats de fagon
performante et interactive.
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Revendications

1. Appareil d’imagerie du type comprenant:
- un porte-échantillon (2) ajustable au moins en X et Y;

- un dispositif d’illumination, comprenant une source
lumineuse (10) propre & générer un faisceau d’illumination
(12), des premiers moyens de transport (14, 16) propres a
acheminer ledit faisceau d’illumination (12) sur un échantil-
lon (4) disposé sur le porte-échantillon (2);

- un dispositif de réception, comprenant des seconds moyens
de transport (16, 14) propres a acheminer les radiations (22)
émises et/ou transmises par l’échantillon ainsi illuminé sur
des moyens de détection (28) montés a la sortie du dispositif
de réception, les premiers et/ou seconds moyens de transport
comprenant des moyens de filtrage ajustables (18, 20);

- des moyens de traitement (26) pour traiter les signaux
ainsi détectés par les moyens de détection afin d’acquérir
une image correspondante d’au moins une zone de l’échantil-
lon;

- une unité de commande électronique (24, 8) propre a piloter
au moins l’ajustement du porte-échantillon, et/ou les
paramétres des moyens de filtrage (18,20), et/ou les parame-
tres des moyens de traitement (26) selon une pluralité de

modes d’acquisition d’images,

-~ une base de données images (30), liée aux moyens de
traitement, et propre a contenir les images ainsi acquises,

caractérisé en ce que la base de données images (30) comprend
une pluralité de tables (TAB) comprenant chacune des champs
relatifs au moins aux conditions d'acquisition des images,
et/ou a l’identification de l’échantillon, les tables étant
reliées les unes aux autres selon des relations choisies;
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- en ce que chaque acquisition d’image comprend une commande
du déplacement du porte-échantillon, et/ou des paramétres des
moyens de filtrage et/ou des paramétres des moyens de traite-
ment, et une saisie des valeurs de chaque paramétre d’'acqui-
sition dans les champs correspondants des tables de la base
de données; et

- en ce que l'’appareil d’imagerie comprenant en outre une
unité de consultation pour interroger la base de données
images selon au moins une requéte contenant au moins un
critére correspondant & au moins un paramétre d’acquisition,
pour sélectionner les images répondant audit critére et pour
afficher et/ou traiter lesdites images ainsi sélectionnées.

2. Appareil selon la revendication 1, caractérisé en ce que
l’unité de consultation comprend en outre des moyens de
traitement et d’analyse propres a traiter et/ou analyser les
images ainsi acquises, ainsi que les données liées et/ou
extraites et/ou issues du traitement et/ou de l’analyse de

ces images.

3. Appareil selon la revendication 2, caractérisé en ce que
les moyens de traitement d’images de l’unité de consultation
sont de type contraste, filtrage linéaire, opérations de
morphologie mathématique, segmentation, ainsi que des moyens
de calcul de type caractérisation de forme, de densité, de
texture, de topologie et d’organisation spatiale ainsi que
des moyens de présentation de tableaux de résultats de type
tableur ou outil d’analyse et d’interprétation statistique.

4. Appareil selon la revendication 1, caractérisé en ce que
le porte-échantillon (2) est en outre ajustable en Z.

5. Appareil selon la revendication 1 ou la revendication 4,
caractérisé en ce que les paramétres relatifs aux conditions
d’acquisition des images appartiennent au groupe formé par
les coordonnées en X, Y, ou Z du porte-échantillon (2); les
conditions de fonctionnement de la source lumineuse (10); la
longueur d’onde, la largeur de bande, le facteur d’atténua-
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tion, la position des moyens de filtrage (18 et 20); les
conditions temporelles de 1l’acquisition des images; la nature
et paramétres de fonctionnement des éléments constitutifs des
premiers et seconds moyens de transport (14, 16); les
paramétres de fonctionnement des moyens de détection (28), et
les paramétres de fonctionnement des moyens de traitement
(26).

6. Appareil selon 1l’'une des revendications précédentes,
caractérisé en ce qu’au moins certaines tables sont reliées
entre elles selon des relations de type un a plusieurs, un &

un, et/ou plusieurs a un.

7. Appareil selon 1l1l’'une des revendications précédentes,
caractérisée en ce que la base de données est de type
relationnelle, intégrée et polyvalente.



2807543

115
24
'}
A\ 7 / YV
Vs 19\ 29) 32
j f21 26
10
? mm 2)8
i,if
Qj:_\: |
[m\ ]li 20 ‘
i 2 [
N !7' ) | 14 30
) I 16
187 12 L. 2
N 7
o |
'\ A
v
y
e N
/f/\
9 _17% je_
17-




2807543
2/5

étape 1

{

COMMANDE DE L'AJUSTEMENT DU PORTE-ECHANTILLON,
ET/ OU DES PARAMETRES DES MOYENS DE FILTRAGE,
ET/ OU DES PARAMETRES DES MOYENS DE DETECTION,
ET/ OU DES PARAMETRES DES MOYENS DE TRAITEMENT

etape 2
{ {

SAISIE ET STOCKAGE AUTOMATIQUE
DES VALEURS DE CHAQUE PARAMETRE
RELATIF AUX CONDITIONS D'ACQUISITION
DES IMAGES DANS LES CHAMPS CORRESPONDANTS
DES TABLES DE LA BASE DE DONNEES IMAGES

etape 3
v \

STOCKAGE DU FICHIER IMAGE

FIG.2
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etape 10

)

INTERROGER LA BASE DE DONNEES
IMAGES SELON UNE REQUETE COMPORTANT
AU MOINS UN CRITERE RELATIF
A L'ACQUISITION DE L'IMAGE

etape 11

v ¢

TRAITER LA REQUETE ET SELECTIONNER
LES IMAGES REPONDANT
AU CRITERE DE LA REQUETE

etape 12

\

AFFICHER ET/ OU TRAITER LES IMAGES
AINS! SELECTIONNEES

FIG.4



2807543

5/5

etape 20

{

DETECTION DES CONTOURS D OBJETS
CHOISIS AVEC FILTRE BLEU

etape 21
L ¢

RECONNAISSANCE DES OBJETS ET MESURE
DU NIVEAU D'INTENSITE EN FLUORESCENCE VERTE
A L'INTERIEUR DES OBJETS AINSI RECONNUS

etape 22
| ¢

AFFICHAGE DES RESULTATS SOUS LA FORME
DE PROFILS DES NIVEAUX DINTENSITE

etape 23
\

ANALYSE DES RESULTATS A L'AIDE D'OUTILS
D'INTERPRETATION STATISTIQUE ET/ OU TABLEUR

LIES A LA BASE DE DONNEES IMAGES

FIG.5
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