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RESUME 

Nous pr~sentons  une  m~thode d'analy- 
se morphodynamique  des ondes flagel- 
l a i r e s  p a r  a n a l y s e  d ' i m a g e .  C e t t e  
m~thode permet  d'obtenir une  descrip- 
t ion objective de la d~formation flagel- 
la ire .  Les  s ~ q u e n c e s  d ' images  analy-  
s~es sont obtenues  par micro vid~ogra- 
phie ~ hautes  vitesses.  Les axes flagel- 
la ires  sont  ex tra i t s  a u t o m a t i q u e m e n t  
par une  m~thode  de suivi  de l igne de 
cr~te,  puis  mod~l is~s  par des spl ines .  
Ce module permet  de calculer les para- 
m~tres  dynamiques  de propagat ion et 
de  f o r m a t i o n  d e s  o n d e s .  C e t t e  
approche permet  une  mei l leur compre- 
h e n s i o n  des  m ~ c a n i s m e s  du m o u v e -  
ment  et la d~tect ion d'anomalies  mor- 
phofonct ionnel les .  

M o t s  clefs : spermatozo~des, onde flagellaire, 
analyse d'image, rnoddlisation. 

INTRODUCTION 

La dynamique flagellaire peut exprimer de 
mani~re amplifi6e les anomalies structu- 
relies et les perturbations fonctionnelles du 
spermatozo~de. L'analyse des ondes apporte 
donc des informations irrempla~abtes sur 
les m6canismes du mouvement et leur r6gu- 
lation. Elle permet aussi de pr6ciser les ori- 
gines morphofonctionnelles des dyskin6sies 
et de d6tecter des anomalies 6chappant aux 
techniques classiques d'investigation. 

Malheureusement, l 'appreciation de cette 
dynamique par des syst~mes non informati- 
s6s est fastidieuse et subjective. La princi- 
pale difficult6 est que les ph6nom~nes de 
formation de propagation et de rel~chement 
des ondes principales et reverses se d6rou- 
lent ~ des 6chelles spatiales et temporelles 
qui les rendent difficilement accessibles 
l'observation. L'utilisation de dispositifs 
d'acquisition et d'enregistrement ~ hautes 
v i tesses  s 'av~re n6cessa i re  (100 ~ 400 
images par seconde). Diff6rents supports 
d'enregistrements ont 6t6 utilis6s : 

�9 la micro photographie coupl~e avec un 
stroboscope (200 Hz) permet d'enregistrer 
une s6quence de battement sur un film 
anim6 d'un mouvement de translation [2]. 
On peut utiliser une platine motoris6e [3]. 

�9 La micro cin6matographie hautes vitesses 
(300 images/seconde) permet d'enregistrer 
un plus grand nombre de cycles [4]. 

�9 la micro vid~ographie hautes vitesses est 
le support le plus appropri~ pour cette 
analyse. 

Diff6rentes m6thodes d'analyse automa- 
tique des ondes ont 6t6 propos~es. Certaines 
d'entre elles n6cessitent un 6chantillonnage 
manuel de points le long de l'axe flagellaire 
[2], d'autres permettent d'obtenir ces points 
automatiquement [2, 8, 10]. Le calcul des 
param~tres dynamiques ~ partir des points 
6chantillonn6s n6cessite une mod61isation 
de l'axe par un module continu. BROKAW a 

31 



propos6 un module par  arc de cercle [2], 
Baba a utilis6 un module sinuso~'dal [2] ces 
deux modules reposant  sur des contraintes 
de r6gularit~s et de sym~tries ne peuvent  
~tre utilis~s de mani~re satisfaisante pour 
ranalyse des spermatozoides humain. 

Notre objectif a 6t~ de r6aliser un syst~me 
d 'analyse  et de mod~lisat ion adaptab le  
plusieurs  types de ba t tements  flagellaires 
et ceci pour r6pondre de mani~re plus satis- 
faisante aux besoins de la recherche et de la 
routine. 

MATERIEL 

Le spe rme  es t  plac6 dans  une  cuve de 5 
microns  de p ro fondeu r  r ecouve r t e  d 'une  
lamelle couvre objet. Cette cuve est plac6e 
sous un microscope (REICHERT, UNIVAR,  
objx25) ~quip~ d'un contraste de phase. Une 
cam6ra CCD hautes  vitesses (LHESA-Elec- 
tronic ) est fLx~e sur le microscope (Figure 1). 
Les images film~es sont enregistr~es par un 
magn~toscope (PANASONIC AG7530 ) pilot~ 
par  l 'ordinateur  par  une interface RS232. 
Les images video enregistr6es sont stabili- 

s~es par  un correc teur  de base  de t emps  
(FOR@) avan t  d 'etre num~ris~es par  une  
carte de traitement d'image (MATROX ,PIP 
1024B) implant~e dans un micro-ordinateur 
PC 486 DX33 (4 MO de RAM). Les images 
sont visualis~es sur un ~cran vid~ographique 

haute fr~quence de balayage (SONY). Les 
r~sul ta ts  sont  affich~s sur  un ~cran gra- 
phique SVGA et imprim~s sur une t raceur  
de courbe (HEWLETT PACKARD HP 7440 ). 
Les logiciels que nous avons d~velopp~s en 
langage C util isent les fonctions MATROX 
de la librairie MLL.LIB. Le logiciel SIGMA- 
PLOT permet  de t ra i ter  les graphiques  et 
STAT 2005 (ALCATEL-TITN) p e r m e t  le 
traitement statistique des r~sultats. 

METHODE 

L'analyse des ondes flagellaires repose sur 
une reconstruction du mouvement  ~ part ir  
d'une s~quence d'images fixes. Cette recons- 
truction comporte plusieurs 6tapes : 

1. Acquisit ion d'une s6quence d'images 

Le champ d'observation est film~ pendan t  
q u e l q u e s  secondes .  Les  s 6 q u e n c e s  son t  
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Figure 1 : Configuration du syst~me d'analyse. 
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enregistr~es sur cassette vid6o. Chaque 
image est num~ris~e en 512x512 pixels avec 
une dynamique de 256 nuances de gris. 
L'analyse image par image de la s~quence 
se limite g~n~ralement ~ une cinquantaine 
d'images. 

2. Extract ion de l'axe f lagellaire 

Les points situ~s sur l'axe m~dian du flagel- 
le sont extraits automatiquement par une 
m~thode de suivi de ligue de cr~te. L'image 
en niveaux de gris peut ~tre repr~sent~e 
dans l'espace tridimensionnel par une fonc- 
tion relief (Figure 2) dans laquelle l'altitude 
(axe z) correspond au niveau de gris et les 
deux autres axes (x et y) correspondent aux 
plan de projection de l'image. Le flagelle 
apparait dans cette representation comme 
une cr~te sinueuse dont l 'altitude d~crolt 
r~guli~rement du point d'attache ~ l'extrS- 
mit~ flagellaire (Figure 1). La procedure it~- 
rative que nous avons d~velopp~e consiste 
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Figure 2 : Extract ion de l'axe f lagellaire.  Le 
p l a n  xy cor re spond  au p l a n  de pro jec t ion  
de l'image, l'axe z correspond aux niveaux 
de gr is  des po in t s  images. L'axe recherch~ 
correspond d la l igne de cr~te. 

un parcours pas ~ pas de cette cr~te en par- 
tant de la t~te. A partir d'une position cou- 
rante sur la ligne de cr~te, la position sui- 
vante est recherch~e dans un secteur de 
probabilit~ de presence qui tient compte des 
contraintes de courbures flagellaires. La 
position retenue est celle qui pr~sente la 
plus petite d~nivellation avec le point cou- 
rant. Le processus est rSit~r~ en prenant  
pour point courant le dernier point ~chan- 
tillonn~. L'op~rateur doit initialiser le pro- 
cessus en d~siguant interactivement le som- 
met de la t~te et la base de la t~te sperma- 
tique. A la fin du processus on obtient une 
cinquantaine de points ~chantillonn~s le 
long de l'axe fiagellaire. 

MODELISATION 

L'analyse  des pa ram~t re s  dynamiques  
n~cessite de remplacer la representation dis- 
cr~te (en pixels) par un module continu dans 
l'espace et le temps. Nous avons utilis~ les 
splines naturelles ~ p61e pour mod~liser les 
battements flagellaires. Deux ~tapes sont 
n~cessaires ~ la construction du modMe : 

�9 une mod~lisation spatiale (2D) de chaque 
instantan~ par des splines d'approxima- 
tion de Yamagushi, 

�9 une mod~lisation spatio-temporelle (2D+) 
qui consiste ~ construire une surface spline 
d'interpolation s'appuyant sur les splines 
d'approximation [10, 12] (Figure 3). 

PARAMETRISATION 

Les pa ram~t res  des ondes f lagel la i res ,  
vitesses de formation de propagation et de 
r e l achemen t  des ondes ainsi  que leurs  
rayons de courbures sont calculus ~ partir 
des d~riv~es p remie res  et secondes du 
modMe. Le programme donne aussi  les 
param~tres trajectographiques du centre de 
gravit~ de la t~te spermatique; vitesse de 
progress ion (VP), v i tesse  i n s t an t an~e ,  
amplitude de d~battement (AH), [9] ainsi 
que les correlations entre les param~tres 
flagellaires et trajectographiques. 
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Figure 3 : Mod~lisation de l'axe flagellaire : 
(a) Spl ine  d 'approx imat ion  a diffdrents  
temps. (b) Surface d'interpolation spline. 
(c) Ddcoupage de la surface spline. 

RESULTATS 

Notre m~thode a ~t~ utilis~e pour ~tudier 
avec plus de pr~cision et d'objectivit~, les ph~- 
nom~nes de battements ciliaires et flagel- 
laires. Elle nous a permis de comparer ces 
deux types de battements [11]. Nous avons 
montr~ la similitude de la cin~tique d'~volu- 
tion des ondes. Les phases de formation de 
propagation et de relfichement se retrouvent 
dans les deux syst~mes. Les seules diffe- 
rences concernent la courbure de l'onde ciliai- 
re qui se d~veloppe et qui progresse plus rapi- 
dement (1000 microns/seconde) et devient 
maximale aux deux tiers de la longueur. La 
courbure de l'onde flagellaire se d6veloppe 
plus lentement  (500 microns/seconde) et 
n'atteint sa valeur maximale qu'~ l'extr~mit~ 
flagellaire. Cette diff6rence pourrait s'expli- 
quer par les differences structurales des deux 
organites. Cette m~thode a ~t~ utilis6e pour 
~tudier les effets de la d6pl~tion en ATP sur 
la dynamique flagellaire [5] et pour pr~ciser 
le rSle de la L-carnitine libre et de racetyl-L- 
carnitine dans la maturation testiculaire des 
spermatozoades [4]. 

DISCUSSION 

L'analyse des ondes flagellaires pose des 
probl~mes de r~solution spatiale et tempo- 
relle sp~cifiques. Les images form~es au 
microscope ~ contraste de phase doivent 
8tre acquises avec une camera ~ hautes  
vitesses ~quip~e d'un obturateur ultra rapi- 
de et d'un intensificateur. Le choix de la 

vitesse d'acquisition (de 100 ~ 400 images 
par seconde) d~pend de la fr~quence des 
battements flagellaires des spermatozo~des 
analys~s. La dur~e de la s~quence doit cor- 
respondre ~ celle de 3 cycles de battements 
(10 images au minimum par cycle). L'enre- 
gistrement sur magn~toscope PAL-SVHS 
permet de conserver les documents pour 
une analyse en differS. Notons qu'il est 
m a i n t e n a n t  possible d ' e n r e g i s t r e r  les 
s~quences directement en m~moire RAM 
(ou sur le disque dur) de l'ordinateur ; cette 
technique permet de repositionner tr~s pr~- 
cis~ment les images et de minimiser  les 
d~gradations de r~solution. L 'ordinateur  
dolt 8tre ~quip~, pour ce faire, d'une carte 
de num~r i sa t ion  temps  r~el (MATROX 
magic), d'une m~moire RAM 16Mo (ou d'une 
m~moire de masse de grande capacitY) et 
d'une ligne de transfert de donn~es (32bits) 

grand d~bit (33 Mhz) (bus EISA, PCI ...). 
Pour 8tre conforme au standard d'enregis- 
trement et d'analyse la camera doit fournir 
des images ~ la cadence de 50 hertz. Une 
solution consiste ~ recomposer les images 
s tandards  ~ par t i r  d 'une s~rie d ' images 
acquises ~ hautes vitesses de plus petites 
tailles. L'acquisition de la moiti~ du champ 
d'observation permet  ainsi d'obtenir des 
images avec une fr~quence double (100 Hz). 
En divisant le champ par quatre, il est pos- 
sible d'atteindre, en choisissant les sperma- 
tozo~des convenablement orient,s, une frS- 
quence de 200 Hz. Cette m~thode ~ l'avan- 
tage d'Stre peu cofiteuse. 

La mod~lisation est indispensable pour don- 
ner une description quantitative de la dyna- 
mique de formation et de propagation des 
ondes. Le module par arc de cercle propos~ 
par BROKAW [2] et le module sinuso~dal de 
BABA [1] sont simples ~ mettre en oeuvre. 
Malheureusement ,  ces modules reposent  
sur des hypotheses de r~gularit~s de cour- 
bures qui ne peuvent 8tre appliqu~es aux 
spermatozoYdes de mammif~res. La mod~li- 
sation par des splines, que nous proposons, 
repose sur l 'hypoth~se selon laquelle les 
~nergies de flexion se r~partissent de faqon 
homog~ne le long de l'axe flagellaire. Ce qui 
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correspond ~ une minimisation des ~nergies 
de courbures. Cette hypoth~se s'appuie sur 
la vraisemblance d'un 6quilibre 6nerg6tique 
constant le long du complexe axon6mal lors 
de la format ion  et de la propagat ion des 
ondes. Ce module param6trable peut s'ajus- 
ter pr~cis~ment aux diff6rents types de bat- 
tements (hyperactiv5 ...) I1 permet d'obtenir 
une repr6sentation tr~s compacte du mouve- 
ment.  Ainsi des s6quences completes peu- 
v e n t  ~ t re  s tock6es  d a n s  une  b a n q u e  
d'images avec un facteur de compression de 
1000 !. Ce module peut  ~tre util is6 pour 
l'analyse tridimensionnelle de la courbure ; 
malheureusement ,  il est actuellement tr~s 
difficile d'obtenir des donn6es en dehors du 
p l a n  focal.  La mic roscop i e  confoca le  
balayage laser  n '6 tan t  pas su f f i samment  
rapide pour acqu6rir une s~quence d'image 
tr~s haute  fr~quence (> 5000 Hz). L'analyse 
multispectrale qui consiste ~ diff6rencier les 
plans focaux par des tranches lumineuses de 
diff6rentes longueurs d'onde, ne donne pas 
une r~solution suffisante pour construire un 
module tridimensionnel. La composante tri- 
d imens ionne t le  n ' i n t e rvenan t  principale-  
ment  que dans la phase de relfichement, le 
module bidimensionel reste acceptable pour 
estimer les param~tres de courbures. 

La rapidit~ de l 'analyse (3 cycles de batte- 
ments en moins de dix minutes) permet une 
6tude plus syst6matique de la dynamique 
flagellaire. Les r6sultats  biologiques obte- 
nus sur diff6rents modules nous ont permis 
de d~crire tr~s finement la d~formation fla- 
gellaire ainsi que les effets de substances 
actives sur le m6canismes du mouvement. 
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ABSTRACT 

Deve lopment  of  image  analys i s  
system of  f lagel lar w a v e s  : 
interests  and  perspect ive  

D .  SCHOEVAERT 

An automated  m e t h o d  of image  analy- 
sis of  spematozoa  f lagel la bends  is pre- 
sented .  This  m e t h o d  a l l o w s  to ob ta in  
q u a n t i t a t i v e  d e s c r i p t i o n  of  f o r m a t i o n  
a n d  p r o p a g a t i o n  o f  p r i n c i p a l  a n d  
reverse  waves .  This  m e t h o d  is based  on 
dynamic  image  analys i s  of  s e q u e n c e  of  
images  acquiered  by  h i g h  speed  video- 
micrography .  The m e t h o d  permit  and  
a u t o m a t i c  d e t e r m i n a t i o n  of  l ine  cha-  
r a c t e r i z i n g  the  f l a g e l l u m  s k e l e t o n  by  
t rack ing  a l ine  of  grey  level  func t ion .  
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The f l age l lum ske le ton  a re  mode l i zed  
by  a p p r o x i m a t i o n  a n d  i n t e r p o l a t i o n  
spl ine.  D y n a m i c s  p a r a m e t e r s  d e r i v e d  
of  t h i s  m o d e l  a r e  : t h e  p r o p a g a t i o n  
v e l o c i t y  a n d  t h e  c u r v a t u r e  r a d i u s  of 
p r inc ipa l  and  r eve r s e  waves,  t ra jec to-  
g r a p h i c  p a r a m e t e r s  of t h e  h e a d  cen- 
t ro id .  This  m e t h o d  a l lows  to bu i l d  a 

c o m p a c t e d  i m a g e  d a t a  b a n k .  T h i s  
ap roach  allows a be t t e r  comprehes ion  
of m o v e m e n t  mecan i sm and  the  detec-  
t ion  of  m o r p h o l o g i c a l  a n d  f u n c t i o n a l  
abnomal ies  

Key words : spermatozoa, flagellar waves, image 
analysis, modelisation. 

35 


