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SSOCi €s a des protéines specifi ques
o Structures dynamiques: addition/soustraction de motifs



L ocalisation des signaux télomérigques




Cercomona meona (male)
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o Separation des FRT s par éectrophorese + autoradiographie
— Migration non linéaire
— Diffusion aoissante des FRTslelong du g€l



Purification de
I’ADN génomique

Caméra + plaque UV

Migration : Estimation dela

ragrr’1enta1ion aliquot . quantité d’ ADN Autor adiogr aphie ou
del’ADN? non digéré de bas poids Phosphor I mager
moléculaire

<. Extraction des profils
densitométriques

Digestion ' Traitements d’image
enzymatique

Quantification des
€échantillons
Calcul desvolumes
a déposer

N
Quantité d’ ADN Migration
déposé ? ->< aliquot )—P
N

<

Humirization

-

Electrophorése

Numérisation
avec

— Calibration spatiale

C1=(pixel/mm)

v

Miseal échelle Extraction des
_C, — mpr | | profilsdensitométriques

G des marqueur s de poids
moléculaires

Contre
coloration
BET, ...

Transfert ou
séchage du gel

QDéfor mations

PM

)

Numérisation

Extraction des

Hybridation & . avec profils densitométriques
: - Calibration spatiale - . . L.
Autoradiographie »
u iographi C2=(pixel/mm) des signaux télomériques
Q Saturation




A ladder

L

(Y
L YT

t

I(AJ
y

Margueurs de poids moléculaires. Lambda Hind3 (A), échelle de 1Kb (ladder)

Plac: ADN génomique de placenta (contréle de haut poids moléculaire)

PY: ADN génomique de lymphocytes d’ un individu atteint de pachydermose.
BET: Image du gel coloré au bromodure d’ éthidium révélant la position des

bandes des marqueurs de poids moléculaires.







VioQael1sation du signal aensitom
« Modélisation de lamigration
 Modélisation dela diffusion

trique



Signal densitométrique (niveau de gris)

Sens de lamigration \I\ILI |
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3 10,180 99,2449 | 192,5683 4,2617]|| 5,5695| 0,0939 0,5592
4 9,160|| 137,7236| 2053595 95,3527 52672 0,071/ 0,479/
5 8,140|| 161,7/112| 220,5162 6,9880|| 4,9339 | 0,0652 0,5008
6 7,126 169,9586 | 238,731/ 95579 4,5681| 0,0671 0,6049
4 6,108 172,9184 | 260,9510 12,5994 4,2660 | 0,0707 0,7327
8 5,090|| 174,5426| 288,8329 17,8071|| 3,9167| 0,0764 0,9437
9 4072l 1/3,49/0| 3253510 29,4937|| 3,4647| 0,0872 1,3994
10 3,040]| 169,6108 | 374,1301 39,82/0|| 3,2222| 0,0962 1,8004
11 2,038|| 132,51/5| 440,7583 68,4398|| 2,6461| 0,1413 3,4702
12 1,636|| 112,3703| 475,2230 94,2022|| 2,6831| 0,1811 5,5633
13 1,000 48,1582 | 543,3760| 113,9341|] 3,0048| 0,5082| 20,3023
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L= L 70 =cx %f—dé“ Terme demigration

o(x)= % % o{x) Terme dediffusion (ex hyperbolique)



Sensihilité spectrale
Crosstalk

Segmentation
Quantification des signaux
Codage
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Sensibilit? spectrale Sensibilit? relative des fluorochromes
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matrice de reconstruction

FITC Cy3 CY5
XF100-2 1,219 -0,023 -0,002
XF108-2 -0,157 1,046 -0,027
XF110-2 0,001 -0,006 1,060

n =

I .82264 .0182 .0022!
1231 .9589 .0248!
I .0002 .005 .9434!

-->i=1/n

' 1.2190597 - .0231262 - .0022349!
- .1565131 1.0459737 - .0271315!
I .0005711 - .0055387 1.06014 !




Ambiguité potentielle (Image brute)

Téomere FITC
B Satellite CY5 B (CAG)nCY3




Il existe bien des sites (CAG), proches des telomeres

Tédom&eFITC (CAG)nCY3
B saeliteCYs B SaeliteCY5
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Apres déconvolution
VASS
(Xcosm :linux, windows)




Visualisation d 'objets en 3D
Sections opti ques---> rendu 3D
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lraitements et codages des Images de chromosomes et des si¢
télomérigues pour la mesure du volume des spots

A -Détail d’une image brute de chromosomes colorés au DAPI. B- Ime

en négatif. C-Amplification des bandes chromosomiqud-1mage brut

de la composante télomére du chamfE-Image D en négatif. Une table ¢

couleur est associée a |'image pour mieux distinguer les s{ats. Image

Doubl  Pair surfacique d’'une paire de spotd-- Soustraction locale du fond par u

ce opérateur type chapeau haut de formE;- Effet sur I’image surfacique di

spots, de la soustraction du fondG- Image binaire obtenue apres

seuillage global de I'image AH- Superposition des images C et H pi

¢ facilité I'identification des spotsl - Etiquetage des spots en type de st

Orphelii o ® (paire, double, orphelin)J- Etiquetage des spots en coordonn
cytogénétiques (bras court-bras long, ou pter-g-ter).






Volume des
Spots

Type
4 couleurs

Localisation
2 couleurs

Objet
46 couleurs

Caryotype
24 couleurs

Homol ogue
2 couleurs



w. About Cytogenetic Assistant

Cytogenetic Assistant

Chromosomes Analysis System

Copyright 1998 CEA
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Automatisation totale ?
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Descendante
Ascendante (Model Driven)
Data driven ASN a

Déformation du modeéle
geomeétrique

Transformations
del’image

v







http: //www.i sbe.man.ac.uk/va /asmtk/ASMAni mate.html



->chromosome genérique
Tests sur images reelles
Combiner une information multispectrale?

http://www.cs.wisc.edu/computer-vision/projects/gsnake.html


http://www.cs




— Cadlibration externe, mesures en Kb (Lansdorp)
 Nécessité d' une indépendance des mesures/ conditions

— Cdlibration inteme
— Standardisation interne ;: mesures centrées-réduites




0 N~ M © 1 < © IO N o
-

< M 0 o~ o

23456789m

=W oe p X IO o D

5

0
-05 -
-1.0 |-

-1.5

-20 -15 -1.0 -05 00 05 10 15 20 25

Ipter




|Ap|< |Aq]

Ap| =g

-

None None HSA9
o I! ! Ipl=0
i i i z
ol Ii I ol =0
HSA 6,17, (X, Y) HSA 7,12, 13 HSA 3, 4, 10,

15, 16, 18, 21, 22




a0 B

40 -

20 [l B

Ly 4 1 ==

10



B0 LGNS S LS Pt IR SO R

Elfbating [oooo |
[l shew duta LI
O 5tew fanaiion B At

[Z0000 ] [ Aute

O MatriceTd OB

gﬁ % H"‘m‘IEu 1=|; ig
1

i

_D
-0
<1 154 <0
=0




pter

18
(o

”A
T
I

AT ARTIOTAT,

Telomere Length

(o] [

L >-

T

-2-1 012 3 45

-

-2-1 012 3 4 5



Yp
14pE

28pA

T

——

VLT2
Long telomeres: LTy
LTo
ST>
Short telomeres: STy
- 2° P<0.000:
E 24
(il
s
VST2 g 17
ri
ER T L
2 -5 ]
R -
-1,5
LT, ST1
4
35 3 T P<0.000: |
g 37 o
8 25 o -
g 18 7 T -
o 17 J_ F
=t =
-1 :
-1,5

VLT 2

LT2

VST 2
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