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L'investigation sur les aspects cellulaires du tissu osseux est généralement effectuée à partir de techniques 
microscopiques 2D. Les progrès récents en micro-tomographie par rayonnement synchrotron permettent imager des 
échantillons biologiques à une échelle infra-micrométrique. Dans ce papier, nous proposons d'analyser la faisabilité 
de cette technique pour étudier le système lacuno-canaliculaire osseux. Ce système consiste en un réseau complexe 
de canaux minuscules (~ 300 nm de diamètre) qui rejoint les lacunes ostéocytaires. À cause de la résolution spatiale 
faible du système d'acquisition d’images par rapport à la taille des structures et vu les contraintes en terme de dose, 
les images ont un rapport signal sur bruit faible et la détection des canalicules est difficile. Nous proposons une 
technique de filtrage 3D non-linéaire basée sur l'analyse hessienne. Nous présentons des résultats sur des images 
synthétiques et nous montrons pour la première fois un rendu 3D du réseau lacuno-canaliculaire basé sur des 
données expérimentales. 

 

1 Introduction 

L'ostéoporose est une maladie de la fragilité osseuse 
qui touche une femme sur trois et un hommes sur cinq, 
âgés de plus de 50 ans, affectant de manière 
significative l'espérance et la qualité de vie. Au niveau 
cellulaire, le système ostéocytaire joue un rôle important 
dans le remodelage osseux qui est le processus clé dans 
les maladies du tissu osseux [1]. Les ostéocytes, les 
cellules osseuses les plus nombreuses, sont hébergées 
dans des espaces ellipsoïdaux appelés lacunes, et 
communiquent entre elles par de minuscules canaux 
appelés canalicules. Ce réseau assure la transmission 
des signaux mécano-électrochimiques dans l’os et sa 
caractérisation pourrait permettre une meilleure 
compréhension de la fragilité osseuse [2].  

Jusqu'à présent, les études sur le système ostéocytaire 
ont principalement été menées à l'aide de techniques 
microscopiques en 2D. Les rares études 3D ont été 
réalisés grâce à la microscopie confocale. Toutefois, les 
échantillons sont limités en épaisseur à quelques 
dizaines de micromètres, correspondant à la dimension 
d’une ou deux cellules (20–60 µm) [3]. 

Dans ce travail, nous proposons d'étudier la faisabilité 
de la micro-tomographie (micro-CT) synchrotron pour 
visualiser en 3D le système lacuno-canaliculaire. La 
principale difficulté provient des dimensions des 
canalicules, décrites comme des micro-canaux de 
diamètre compris entre 100 et 1000 nanomètres [4]. 
Grâce aux propriétés du rayonnement synchrotron, la 
micro-CT synchrotron permet d’atteindre des 
résolutions spatiales de l’ordre de quelques centaines de 
nanomètres [5] [6].  

Toutefois, à cette échelle, la détection des canalicules 
est difficile à cause du rapport signal sur bruit limité et 

des effets de volume partiel. La détection des 
canalicules demande donc le développement de 
méthodes appropriées. Des problèmes similaires 
apparaissent par exemple en microscopie électronique 
pour la détection des microtubules cellulaires. Dans ce 
cas, une méthode de rehaussement basée sur les champs 
d’orientation a été récemment exposée [7]. 

Dans ce papier, nous présentons une méthode de 
filtrage non-linéaire 3D pour détecter le système lacuno-
canaliculair du tissu osseux. Nous montrons les 
premiers résultats de visualisation 3D du système 
lacuno-canaliculaire obtenus sur des données 
expérimentales. 

2 Acquisition d’images 

Les images 3D ont été acquises sur le système de 
micro-CT synchrotron de la ligne ID19 à ESRF 
(European Synchrotron Radiation Facility), qui utilise 
une géométrie d’acquisition parallèle. Les projections 
2D d’un échantillon en rotation autour d'un axe vertical 
ont été enregistrées sur un détecteur de 2048x2048 
pixels [5]. La taille des pixels des projections et des 
voxels isotropes de l’image 3D reconstruite est de 
0.28µm. Les coupes 2D des images 3D montrent que si 
les lacunes ostéocytaires sont clairement visibles, les 
canalicules ont un contraste relativement faible et sont 
fortement affectées par le bruit (cf Figure 1). 

Les images présentées dans ce papier ont été acquises 
sur un échantillon d’os humain ostéoporotique 
provenant d’une biopsie de crête iliaque. Afin d’être 
adapté au champ de vue limité par la résolution, 
l’échantillon a été coupé, avec une perceuse d’haute 
précision, en forme de cylindre avec un diamètre de 
500µm. 



 
a) 

 
b) 

 
Figure 1 : a) région d’intérêt dans une coupe reconstruite 2D ; b) 

Détail de la région représentée dans la Fig. 1.a) – la largeur de 

l’image est ~65µm 

 

L’acquisition a été réalisée avec un faisceau de 
rayons X monochromatique, d’énergie 18keV, 2000 
projections et un temps d’exposition de 0.5 secondes par 
projection. La durée totale du scan est d’environ 30 
minutes. 

La figure 1a) illustre une région d’intérêt dans une 
coupe 2D reconstruite qui est détaillée dans la figure 
1b) pour une meilleure observation de la qualité de 
l’image. 

3 Analyse d’image 

Nous présentons la méthode proposée afin de détecter 
le réseau lacuno-canaliculaire. Cette méthode exploite 
les connaissances physiologiques sur la géométrie des 
structures recherchées : fines structures tubulaires pour 
les canalicules, formes ellipsoïdales pour les lacunes 
ostéocytaires. Nous proposons un traitement en deux 
étapes, une étape destinée à détecter les structures 
filaires, suivie d’une étape de filtrage non-linéaire qui 
combine cette information avec l'image en niveaux de 
gris. 

3.1 Critère de tubularité 

Des critères basés sur l’utilisation de la matrice 
hessienne ont été proposés pour détecter des vaisseaux 
dans des images médicales 3D [8,9,10]. Les valeurs 

propres de la matrice hessienne permettent d’obtenir des 
informations sur la géométrie locale des structures. Les 
dérivées secondes étant très sensibles au bruit, l'image 
est généralement lissée avec un noyau gaussien d’écart-
type σ . En combinant les opérations de lissage et de 
dérivation, il suffit de convoluer l’image avec un filtre 
approprié pour calculer les dérivées secondes.  

L’analyse est réalisée pour chaque voxel ),,( zyx=x  

de l’image 3D )(xf . Soient 1λ , 2λ , 3λ  les valeurs 
propres de la matrice hessienne, classées par ordre 
croissant, calculées au point x . Idéalement, si le voxel 
se trouve dans une structure tubulaire, on devrait avoir 

01 ≅λ , 21 λλ << , 32 λλ ≅ . À partir des valeurs 

propres calculées pour chaque voxel, on peut donc 
définir un critère de tubularité. On obtient ainsi la carte 
3D de ce critère que l’on notera ( )xv . Sato [9] a défini 
un critère utilisant deux valeurs propres : 
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où )3,2min( λλλ −−=c  et 21 ,αα sont des paramètres. 

Frangi [10] a proposé un critère basé sur les trois 
valeurs propres, avec lesquels il définit des rapports 
mesurant une déviation par rapport à une forme 
sphérique ( AR ) ou à une plaque ( BR ) :  
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et cba ,, sont des paramètres à régler [11]. 

3.2 Filtrage non-linéaire 

Les critères ci-dessus fournissent une mesure de 
similarité robuste pour les structures tubulaires. 
Toutefois, l’application à nos images a montré que cette 
mesure n’était pas suffisante pour extraire le système 
lacuno-canaliculaire. Le résultat étant dépendant de 
l'échelle, nous avons choisi un paramètre σ faible, 
adapté aux canalicules. Le choix d’une petite échelle 
conduit à l’élimination des lacunes qui en présence du 
bruit sont transformées en fausses agglomérations de 
structures tubulaires. Nous pouvons remarquer que la 
dynamique du critère n'est pas liée aux niveaux de gris 
d'origine et peut varier entre les échantillons. De plus, la 
méthode transforme le bruit de l’image tomographique 
en un bruit géométriquement structuré, qui rend la 
détection plus délicate. 

Ainsi, nous proposons de combiner le critère de 
tubularité à un filtre non-linéaire appliqué à l'image 
originale. Au lieu de considérer un filtre linéaire 

~30µm 



habituel, le filtre est adapté à chaque voxel et tient 
compte des valeurs du critère dans un voisinage. Si ( )xv  
est le critère 3D calculé, nous définissons l’image 

)(xNLf  par : 
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où xW est un voisinage de x , et Wσ est l’écart type 
d’une gaussienne permettant d'ajuster la sélectivité du 
filtre. 
 

4 Résultats 

Pour tester la méthode proposée nous avons créé un 
fantôme 3D simulant les lacunes reliées par les 
canalicules. Les canalicules sont modélisées par des 
cylindres de diamètre de un ou deux voxels, 
conformément aux dimensions observées dans les 
images expérimentales. Nous avons ajouté un bruit 
Gaussien avec un écart type de 25, valeur également 
estimée à partir des images expérimentales. 
 

     
(a)   (b) 

     
(c)   (d) 

     
(e)   (f) 

 
Figure 2 : a) fantôme original ; b) fantôme bruité; c) critère de 

Frangi sur le fantôme bruité ; d) critère de Frangi et filtrage 

non-linéaire proposé dans cet article ; e) critère de Sato sur le 

fantôme bruité ; f) critère de Sato et filtrage non-linéaire  

Les figures 2c) et 2e) illustrent respectivement des 
rendus 3D obtenus avec les critères de Frangi et Sato. 
Les images 2d) et  2f) montrent respectivement les 
résultats après l’application du filtrage non-linéaire sur 
les critères de Frangi et Sato.  

Les paramètres pour les critères de Sato et Frangi ont 
été choisis après une série de tests expérimentaux [11]. 
Dans l’équation (1) nous avons utilisé 2,5.0 21 == αα , 
alors que pour l’équation (2) nous avons choisi 

5,5.0,5.0 === cba . Dans les résultats, on observe que 
le filtre de Frangi élimine efficacement le bruit mais une 
partie de l’information utile est perdue, tandis que celui 
de Sato restitue mieux la structure d’intérêt mais 
conserve quelques résidus de bruit  

On remarque que le filtrage non-linéaire améliore 
nettement la détection des structures tubulaires tout en 
récupérant les structures ellipsoïdales. 

Nous montrons dans la suite des résultats obtenus à 
partir d’images expérimentales. 
 

 
a) 

 
b) 

 
Figure 3 : Sous-volume montrant le système lacuno-canaliculaire 
dans un échantillon d’os humain ostéoporotique (la largeur de 

l'image ~ 72µm): a) après filtrage Frangi ;b) après filtrage 

Frangi et filtrage non-linéaire ; 

 

~ 10 μm 



 

  
 
Figure 4 : Détail d’une image obtenue après le filtrage non-

linéaire utilisant le critère de Sato ; 

 

Un sous-volume (256)3 correspondant à un cube 
d’environ 72µm de coté a été utilisé dans les images 3a) 
et 3b). Pour le traitement des volumes expérimentales 
nous avons utilisé les mêmes paramètres que pour les 
volumes simulées.  

L’observation détaillée des figures 3a) et 3b) montre 
qu’après le filtrage non-linéaire, les effets du bruit sont 
réduits et les lacunes ostéocytaires sont de nouveau 
visibles. 

La Figure 4 illustre une région détaillée d’une image 
filtrée non-linéairement à partir du critère de Sato. On 
peut observer que même si le bruit n’est pas 
complètement éliminé, l’intégrité des canalicules est 
assez bien restituée. 

5 Conclusion 

Au niveau cellulaire, la plupart des structures 
biologiques ne sont étudiées que sur des sections 
bidimensionnelles. Nous avons montré la faisabilité de 
la micro-CT à une échelle nanométrique pour étudier le 
système ostéocytaire du tissu osseux en 3D. 
Contrairement à la microscopie confocale, les images 
micro-CT ont une résolution spatiale isotrope. Toutefois 
afin d’obtenir des données quantitatives et compte tenu 
du rapport signal sur bruit limité à cette échelle, il est 
nécessaire de développer des méthodes d’analyse 
spécifiques. Dans cet article, nous avons proposé une 
adaptation de la méthode de Frangi-Sato pour améliorer 
la détection du système lacuno-canaliculaire. Les 
images présentées sont les premiers rendus 3D de telles 
microstructures et montrent la complexité de ce réseau. 
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