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1 Résumé

Les travaux de thése s’inscrivent dans un projet de collaboration entre le la-
boratoire ICube (équipe IMAGeS) et le laboratoire IGBMC (équipe Schultz). La
these est financée par un contrat doctoral IDEX interdisciplinaire de I'université
de Strasbourg.

Le cadre général de la thése est 'analyse d’images de microscopie électro-
nique cellulaire, et plus précisément la segmentation sémantique de ces images.

L’imagerie cellulaire par microscopie électronique est un sous domaine de
I'imagerie biomédicale. L’objectif de la discipline est d’imager des cellules avec
la meilleure résolution possible, afin de mettre en évidence 'ultrastructure cellu-
laire. En particulier, les microscopes FIB-SEM permettent d’obtenir des images
volumiques quasi isotropes. Les images 3D résultantes sont de résolution na-
nométrique et de trés grande taille. La morphologie des cellules imagées en
microscopie électronique fournit une grande quantité d’information sur la taille,
la forme et la distribution des organites. Un atlas des parameétres de morphologie
cellulaire normaux et pathologiques pourrait, & I'avenir, améliorer le diagnostic
ou guider les chercheurs afin de mieux comprendre les pathologies. Jusqu’a ré-
cemment, ces informations étaient essentiellement descriptives, mais le dévelop-
pement de modes d’imagerie, tels que 'imagerie FIB-SEM, ouvre la perspective
d’extraire des informations 3D quantitatives.

Une solution pour analyser ces images consiste & identifier les composantes
cellulaires et & leur donner une étiquette qui correspondrait & un type de com-
posant cellulaire, cette tache s’appelle la segmentation. Un expert humain peut
identifier et annoter les caractéristiques cellulaires de maniére manuelle, mais
cette tache est fastidieuse et nécessite plusieurs jours pour chaque cellule. De
plus, dans un contexte de production massive de données (plusieurs dizaines de
cellules et plusieurs dizaines de patients), le traitement manuel de telles quanti-
tés d’images est extrémement long et cotiteux. Cependant, une grande quantité
d’images segmentées est nécessaire afin d’extraire des caractéristiques statisti-
quement significatives dans le cas d’un atlas morphologique.

Les méthodes de segmentation & base de réseaux de neurones convolutifs ont
prouvé leur intérét dans le cadre de I'imagerie biomédicale. Dans le contexte de
la microscopie électronique, des travaux récents ont proposé des approches de
segmentation utilisant ces techniques. En un peu plus de 10 ans, les techniques
basées sur 'apprentissage profond sont devenues la référence pour la segmenta-
tion des images. L’apprentissage profond et plus particuliérement les réseaux de
neurones convolutifs sont particuliérement adaptés aux taches de classification
ou encore de segmentation d’images.

Du point de vue des biologistes, le probléme est d’analyser les images cellu-
laires pour mieux comprendre le fonctionnement de la cellule, et pour comparer
les phénotypes cellulaires. On parle de I’analyse morphologique des cellules, et
d’analyses comparatives.

Pour permettre ces comparaisons, il est nécessaire d’obtenir une segmenta-
tion de qualité suffisante pour permettre une analyse morphologique des com-



posantes cellulaires. Différents éléments rendent la segmentation d’objets biolo-
giques en microscopie électronique difficile :

— Tout d’abord, les jeux de données annotées sont peu nombreux et la
quantité de données est loin d’égaler d’autres domaines comme la classifi-
cation et la segmentation d’images de la vie courante. De plus, la création
de telles données est plus complexe. Les microscopes électroniques sont
bien moins courants que les appareils photo et seuls des experts qualifiés
peuvent annoter ces images.

— Ensuite, chaque image contient de nombreux objets complexes et les
images sont de nature bruitée (ratio signal/bruit et contraste faible).

— La variation entre les images rend difficile la création de méthodes ro-
bustes. Les techniques de fixation, de coloration et la résolution varient
fortement entre différentes images. Il en résulte des images phénoméno-
logiquement différentes, avec des formes, textures et contrastes variés, o
certains objets changent radicalement d’aspect.

— Enfin, une dérive lors de I'acquisition de 'image peut entrainer un déca-
lage sur 'axe Z et des défauts d’isotropie. Le contraste peut ainsi varier
d’une coupe a 'autre.

Les méthodes actuelles manquent généralement de robustesse, utilisent des
jeux de données trés importants ou se focalisent uniquement sur certains or-
ganites. La problématique est donc la suivante : produire une segmentation
sémantique multi-classes sur des images de microscopie électronique volumique,
robuste au bruit et aux variations d’acquisition, et son exploitation & des fins
biomédicales.

L’objectif de la thése est de développer des méthodes de segmentation ro-
bustes dédiées aux images de microscopie électronique d’objets biologiques dans
le but de décrire quantitativement 1’organisation tridimensionnelle des cellules
et de leurs composantes cellulaires.

Une premiére partie de la thése consiste a développer et améliorer des mé-
thodes de segmentation & base de réseaux de neurones convolutifs adaptées au
contexte de l'imagerie FIB-SEM. L’objectif est de segmenter plusieurs types
d’objets, mitochondrie, réticulum endoplasmique et, dans une moindre mesure,
membrane cellulaire, noyau, endosome et appareil de Golgi.

Dans un second temps, deux axes principaux de recherche ont été explo-
rés. L’amélioration de la qualité des segmentations en combinant apprentissage
profond et morphologie mathématique et la réduction du temps d’annotation
nécessaire, a I’aide de méthode interactive ou d’annotations faibles.

L’objectif du premier axe est d’évaluer I'utilisation des opérateurs connexes
dans un cadre de simplification d’image afin d’améliorer, de faciliter ou d’accé-
lérer ’apprentissage des réseaux convolutifs.

L’objectif du second axe de recherche est de réduire la durée d’annotations
nécessaire a I'apprentissage d’'un modéle. Pour ce faire, nous évaluons les ca-
pacités de modéles en réduisant la quantité ou la qualité d’annotation. Nous
évaluons dans ce but les méthodes de segmentation interactive ainsi que les
méthodes basées sur les annotations faibles ou clairsemées.



Les travaux de thése ont permis de proposer de nouvelles méthodes de seg-
mentation sémantique efficaces et adaptés aux problématiques des images de
microscopie électronique cellulaire. Les travaux ont également permis d’évaluer
les différentes méthodes issues de I'état de ’art afin d’en faire une synthése et
de mettre en perspectives les différents travaux récents.

Les principales contributions scientifiques de la thése concernent la com-
binaison entre apprentissage profond et morphologie mathématique. Ces tra-
vaux ont fait 'objet de communications en conférences internationales. Une
premiére communication porte sur la segmentation automatique multi-classes
d’organites pour les images de microscopie FIB-SEM cellulaire et 'utilisation
de filtre connexe. Une seconde en concerne la combinaison de max-tree et CNN
pour la segmentation des images FIB-SEM cellulaires.



2 Contributions

Les travaux effectués au cours de la thése font ’objet de communications en
conférences internationales avec actes ou de communications lors de différents
événements scientifiques.

Conférences internationales avec actes

— C. Meyer, V. Mallouh, D. Spehner, E. Baudrier, P. Schultz, B. Naegel :
"Automatic Multi Class Organelle Segmentation for Cellular FIB-SEM
Images", ISBI 2021

— C. Meyer, E. Baudrier, P. Schultz, B. Naegel : "Combining max-tree and
CNN for segmentation of cellular FIB-SEM images", DGMM RRPR 2022

Revues internationales

En cours :

— C. Meyer, V. Mallouh, E. Baudrier, P. Schultz, B. Naegel : "How to
Train your Neural Network for Multi Class Organelle Segmentation in
Biological Electron Microscopy Image"

Communications orales

— 01/2020 Présentation des travaux de thése aux étudiants du cursus mas-
ter ingénierie (CMI)

— 09/2020 Présentation d’un poster pour la journée poster de I’école doc-
torale 269

— 11/2020 Présentation de la thése pour les journées du Programme Doc-
toral International

— 04/2021 Présentation des travaux de thése "Automatic multi class orga-
nelle segmentation for cellular FIB-SEM images" pour le Data Science
and Artificial Intelligence Workshop

— 03/2022 "Flash Presentation" pour la Spring Session du Programme Doc-
toral International

— 05/2022 Présentation de I’équipe et de la thése pour la journée des nou-
veaux entrants de I'ICube

— 10/2022 Présentation des travaux de thése aux étudiants ingénieurs des
mines de 3e année

— 11/2022 Présentation des travaux publiéss 8 DGMM RRPR 2022 pour le
séminaire de I'équipe IMAGeS

— 11/2022 Présentation des travaux publiéss 8 DGMM RRPR 2022 pour le
GT Géométrie Discréte et Morphologie Mathématique 2022



3 Contributions logicielles

Tout au long de cette thése, de nombreux logiciels ont di étre congus afin
de réaliser nos expérimentations. Ces logiciels ont été développés de maniére
a permettre une reproduction de nos résultats, mais également une réutilisa-
tion plus générale. Les différentes productions logicielles sont disponibles en
accés libre sur GitHub. Dans cette partie, nous listons les productions logi-
cielles partagées. Les logiciels sont tous disponibles sur le compte GitHub :
https://github.com/Cyril-Meyer/.

Nom

Description

NeNISt

Boite a outils pour la segmentation d’images de
microscopie électronique. Génération de patchs,
augmentation de données, entrainement et éva-
luation de modéles.

TISM

Générateur de modeéles TensorFlow avec choix
d’architecture général (e.g. UNet, LinkNet) et
d’architecture des blocs (e.g. VGG, ResNet).

VREMS

Outils de rendu volumique pour les segmenta-
tions de microscopie électronique.

libtim

Extension de la bibliothéque libtim développée
par Benoit Naegel. Ajout de nouveaux attributs
pour l'arbre des coupes et d’une interface gra-
phique.

PyLibTIM

Bibliothéque Python qui permet I'utilisation de
certaines fonctionnalités de LibTIM en Python.

CTAISegmentationCNN

Dépét principal pour notre article « Combining
max-tree and CNN for segmentation of cellular
FIB-SEM images ».

ISISIM

Simulateur d’interactions utilisateur pour les al-
gorithmes de segmentation interactifs.

lii

Inférence automatique sur de grandes images a
partir de patch recouvrant.

NumPyDraw

Génération de forme pour tableau NumPy, ex-
tension de type skimage.draw pour les ellip-
soides.)

NumPyRandomShapes3D

Génération de tableau NumPy 3D avec des
formes et textures aléatoires.

SeSeCoCo

Comparateur de segmentation utilisant les com-
posantes connexes.

TABLE 1 — Liste des productions logicielles open source
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