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Resumen

La difraccion de la luz es un fendmeno que afecta a las imagenes vistas a través
de microscopios independientemente de su arquitectura. Sumando a esto el proceso
de digitalizacion y el ruido intrinseco de la camara, se obtiene una imagen con baja
resolucion. La Media Desplazada es un método utilizado en la busqueda de las
modas de densidad en espacios discretos. En este trabajo de tesis se propone un
algoritmo basado en la teoria de la Media Desplazada, denominado por “MSSR”,
disenado para mitigar el efecto provocado por la difraccion y asi mejorar la resolucion
de la imagen. Este método tiene la particularidad de que puede mejorar la resolucion
con el procesamiento de una sola imagen, a diferencia de sus algoritmos similares
(SRRF, MUSICAL, ESI) que necesitan al menos decenas de imagenes. Ademas,
tiene la capacidad de mejorar la relacion senal-ruido, lo que hace que sea factible
para el analisis realizado en imagenes de fluorescencia colectadas en experimentos
bioldgicos. MSSR funciona con imagenes de fluoréforos de baja y alta densidad,
no esta limitado por la arquitectura del detector (CCD-EM, sCMOS o sistemas de
escaneo laser fotomultiplicadores) y es aplicable tanto a imagenes individuales como
a secuencias de imagenes temporales. En resumen, MSSR es una herramienta
poderosa, flexible y genérica para aplicaciones de imagenes de células vivas y
multidimensionales.
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Abstract

The diffraction of light is a phenomenon that affects images seen through mi-
croscopes regardless of their architecture. Added to this, the digitization process
and the intrinsic noise of the camera, a low resolution image is obtained. The Mean
Shift is a method used in finding density modes in discrete spaces. In this thesis, an
algorithm based on the Mean Shift theory is proposed, called by “MSSR”, designed
to mitigate the effect caused by diffraction and thus improve the resolution of the
image. This method has the particularity that it can improve the resolution with the
processing of a single image, unlike its counterpart algorithms (SRRF, MUSICAL,
ESI) that require at least dozens of images. In addition, it has the capacity to improve
the signal-to-noise ratio, which makes it feasible for the analysis that occurs in biolo-
gical experiments when collecting fluorescence images. MSSR works with low- and
high-density fluorophore imaging, is not limited by detector architecture (CCD-EM,
sCMOS, or photomultiplier-based laser scanning systems), and is applicable to both
single image and temporal series images. In summary, MSSR is a powerful, flexible,
and generic tool for multi-dimensional and living cell imaging applications.
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Capitulo 1

Introduccion

Las imagenes con buena calidad espacial se han convertido en uso habitual
de cada dia. Los celulares de nueva generacion presentan mejor definicién en sus
imagenes y la demanda sigue en aumento. Por otro lado, los equipos médicos de
imagenologia, radares, satélites, microscopios son frabicados para que se pueda
detallar y obtener mayor informacién de la escena en estudio. Para la construccién
de estos equipos, hay que tener en cuenta sus particularidades desde el punto de
vista arquitectonico como de programacion y la influencia de fenémenos fisicos. En
el caso de los microscopios, la longitud de onda () de los objetos de la muestra en
estudio y la apertura numérica del microscopio (/N A) determinan las caracteristicas
de como se ven los objetos a través de los mismos.

A finales del siglo XIX, con los trabajos de Abbe y Rayleigh [1, 2] fue establecido
que la capacidad de poder distinguir objetos cercanos, vistos a través de sistemas
opticos, esta limitada por el fenédmeno de la difraccion. De esta forma, estructuras
vistas a través de sistemas basados en lentes que se encuentren a una distancia
menor o0 en el rango de 200-250 nm (el valor depende de Ay N A) no van a poder ser
diferenciadas por el ojo humano, lo cual se conoce como /imite de la difraccion. En la
figura 1.1 se muestran diferentes estructuras de interés en la biologia y el limite de
difraccion se ha marcado a 200 nm'.

La luz que atraviesa aberturas circulares pequenas (como las lentes de siste-
mas opticos) se convoluciona con la funcion de punto extendido (PSF', point spread
function, por sus siglas en inglés) y genera diferentes frentes de onda que al su-
perponerse crean un patrén difraccion circular con anillos concéntricos conocido
como “patrén de Airy” [3]. El patron de Airy se caracteriza por presentar un disco
central en el cual esta colectada la mayor cantidad de fotones. La intensidad luminosa
disminuye a medida que se aleja del centro del mismo, de tal forma que el porcentaje
de luz capturado en los anillos es despreciable en comparacién con el disco central

'Imagen tomada y modificada de  https://mappingignorance.org/2019/02/14/
bionanospear-a-living-nanoprobe-with-subwavelength-resolution/diffraction-limit/.
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Limite de resolucién (200 nm)

célula eucariota bacteria mitocondria virus proteina molécula pequefia
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Figura 1.1: Escalas de estructuras de organismos y estructuras bioldgicas y limite de
difraccion.

(figura 1.2). Es por ello, que al observar las imagenes a través de estos equipos,
tienden a verse con poca nitidez y los objetos suelen verse con mayor proporcion
de tamano. Sumado a esto, al digitalizar las imagenes se pierde informacién dando
como resultado que la imagen obtenida tenga una baja resolucién en comparacion
con la escena observada (Figura 1.3).
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Figura 1.2: PSF para distintos valores de \. Primera columna: PSF normalizada.
Segunda columna: PSF umbralizada al 2.5 % de la intensidad maxima para mostrar
los anillos concéntricos respecto al disco central.
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Figura 1.3: Etapas en la captacion de imagenes a través de microscopios. La imagen
original es convolucionada con la PSF del microscopio obteniéndose una imagen
borrosa. El ruido asociado a los pixeles de la camara y la digitalizacion deterioran
considerablemente la calidad de la imagen, dando como resultado una imagen
pixelada.

Hasta la fecha, han sido desarrollados una gran variadad de métodos que permi-
ten mejorar la resolucion de imagenes obtenidas por microscopios. La Microscopia
de Super-Resolucion (M SR) ha permitido rebasar el limite de la difraccion, contri-
buyendo al estudio de estructuras de interés bioldgico. Este grupo de métodos que
mejoran la resolucidon de las imagenes se pueden clasificar en dos grandes grupos:
técnicas y algoritmos. Las técnicas de MSR presentan el inconveniente que requieren
tecnologia de punta (equipos muy costosos o especializados). Por otro lado, algunos
de los algoritmos de MSR dependen en gran medida de la calidad en la preparacion
de la muestra y procesan largas secuencias de imagenes [4, 5], mientras que otros
necesitan gran tiempo de cémputo para obtener buenos resultados [6—8]. Hay otros
algoritmos que no presentan demanda de la arquitectura del microscopio y requieren
solo decenas de imagenes para lograr resultados a escala nanoscépica con bajo
costo computacional [9—12] (vea capitulo 3 seccion 3.2) .

La obtencién de imagenes de super-resolucion (imagenes SR) a partir de algo-
ritmos MSR, se logra a partir de secuencias de imagenes limitadas por difraccion
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(imagenes LD) con fluoréforos o emisores que parpadean de forma aleatoria, como
se muestra en la Figura 1.4, las cuales son tomadas de una misma escena para
distintos instantes de tiempo. Por lo general, la imagen resultante es de mayor tamano
que las imagenes que le dieron origen, de esta forma la informacién capturada en una
regién dada sera mostrada con un mayor numero de pixeles. El procesamiento digital
efectuado para la reconstruccion es especifico de cada método y los parametros
empleados dependen de las imagenes a procesar.

Secuencia LD Imagen SR

Algoritmo SR
—

A

Figura 1.4: Obtencion de imagen MSR a partir de secuencia de imagenes. La se-
cuencia de imagenes captadas se procesan haciendo uso de un algoritmo MSSR,
dando como resultado una imagen con mayor detalle que las imagenes que le dieron
origen.

1.1. Motivacion

Hoy en dia, a pesar de haber gran variedad de métodos MSR, se busca la creacion
de algoritmos que presenten bajo costo computacional y que el procesamiento de
imagenes requiera secuencias cortas. Los objetivos que se persiguen para desarrollar
algoritmos con estas caracteristicas son:

= fendmenos que ocurren en cortos periodos de tiempo puedan ser captados,

= ¢l procesamiento de las imagenes se pueda efectuar en tiempo real.

Los algoritmos desarrollados hasta la actualidad permiten obtener imagenes
de las escenas de estudio con buenas escalas nanoscopicas) [13, 14]. Algunos
métodos dependen en gran medida de la preparacion de la muestra [4, 15, 16], otros
requieren de microscopios con equipamiento especializado [13,14,17], o simplemente
requieren el uso de secuencias temporal de imagenes [9, 11, 12] para alcanzar los
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resultados deseados. Sin embargo, no han sido reportados algoritmos que hagan
super-resolucién en una sola imagen y a la vez no dependan de la arquitectura del
microscopio.

La Media Desplazada (M .S, MeanShift, por sus siglas en inglés) [18,19] es una
herramienta empleada en el agrupamiento [20] y segmentacion de imagenes muy
factible en el procesamiento de datos reales [21]. Ha sido empleada en el campo de
la microscopia de fluorescencia como herramienta secundaria en el agrupamiento
para la deteccion de molécula Unica y estructuras [22—24] o para la correccion del
desfasaje que experimentan la secuencia de imagenes durante el momento de su
captacion [25]. Sin embargo, no hay reportes de su empleo para mitigar el efecto
ocasionado por la difraccion mediante el uso de la M S.

1.2. Hipotesis y objetivos

1. Hipotesis:

= El disefo de un algoritmo de super-resolucion basado en la M S permitira
rebasar el limite de difraccidon mediante el procesamiento de una sola
imagen.

2. Objetivo General

= Desarrollar un algoritmo de microscopia de super-resolucion mediante el
procesamiento de una sola imagen.

3. Objetivos Especificos

» Desarrollar algoritmo de super-resolucién basado en la M S.
» Cuantificar el grado de resolucién alcanzado por el algoritmo.

» Aplicar el algoritmo propuesto en diferentes escenarios de microscopia de
fluorescencia.

= Comparar el algoritmo propuesto con otros métodos reportados en la
literatura.

1.3. Estructura de la tesis

En el presente trabajo se propone un nuevo algoritmo de super-resolucion
(MeanShift Super-Resolution, MSSR, leer como “messer”) basado en la Media Des-
plazada. Con lo cual, se pretende obtener una herramienta computacional que realice
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el procesamiento de imagenes limitadas por difraccion y se obtenga una o varias
imagenes con mejor resolucion. A continuacion, se hace una descripcion general de
la estructura y los principales temas abordados en los proximos capitulos.

En el capitulo 2, se comienza describiendo la imagen digital y las estrategias
que se emplean para su procesamiento. Se detalla a fondo la teoria de la Media
Desplazada.

En el capitulo 3, se muestran las limitaciones ocasionadas por la difraccion en
la microscopia de fluorescencia y se describen algoritmos de microscopia de super-
resolucidén que premiten rebasar este limite.

En los capitulos 4 y 5 se describen el algoritmo M SSR y los resultados experi-
mentales. Demostrando que M SSR rebasa el limite de difraccion y ademas puede
ser aplicado en una gran gama de condiciones de microscopia de fluorescencia.

Finalmente, en los capitulos 6 y 7 se dan las conclusiones, aportes y trabajo
futuro.



Capitulo 2

Marco teorico

En este capitulo, se describe la imagen desde el punto de vista digital y el procesa-
miento de la misma. También se describen métodos de reescalado de imagenes y
por ultimo, se detalla acerca de la teoria y aplicaciones de la M S.

2.1. Imagen digital. Definicion

La imagen digital, de forma genérica, se puede considerar como un elemento
constitutivo de muchos procesos de representacion de informacion. La complejidad
de su reproduccion, varia sustancialmente, entre otros factores, en funcion de si la
imagen era en “blanco y negro” o “color”, dificultando y encareciendo los procesos en
funcion de las caracteristicas de la imagen. Este escaso conocimiento de las técnicas
asequibles en la utilizacion del color impidié y fren6 durante anos que el mismo se
utilizase regularmente en los procesos de produccién de documentos. La fotografia,
desde sus origenes, contribuyd de forma definitiva y eficaz a todos los procesos de
produccidén de documentos y especialmente de imagenes. Las técnicas analbégicas
de fotografia, fotomecanica y fotocomposicidén, que en algunos casos todavia se
siguen utilizando en los procesos productivos, han sido los sistemas inspiradores de
los actuales sistemas digitales de reproduccion y, por supuesto, fotogramétricos.

Una fase fundamental en la produccion de imagenes digitales, en aquellos ca-
sos que la fuente de informacion fuese analdgica (camara fotogramétrica), seria la
conversion de dicha informacién (sefal analdgica) en digital mediante convertidores
(cuantificadores y codificadores), como por ejemplo: escaner, digitalizadores, etcétera.
La cuantificacion (proceso de convertir una senal de entrada en otra de salida segin
una ecuacion dada) tiene por objeto el muestreo de la informacién analdgica original
y, por tanto, una discretizacion de la misma. La codificacion (proceso de asignar
un numero de bits o profundidad) se encargara de hacer reproducible y facilmente

7
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procesable dicha informacidn discretizada, facilitando igualmente su almacenamiento
0 procesamiento.

Todo proceso de cuantificacion lleva consigo una generalizacién de la informacion;
por ello, pueden considerar a los cuantificadores como sistemas potentes de compre-
sion. Las imagenes digitales, son una transformacion (discretizacion) de las imagenes
originales fotograficas (analogicas) en digitales, o bien son en si mismas digitales
si proceden directamente de un barredor multiespectral (caso de la teledeteccién) o
creadas artificialmente, ejemplo de estas Utimas son las imagenes vectoriales.

Existen sustanciales diferencias en la capacidad de los ojos humanos para captar
imagenes en contraposicion a la adquisicion artificial. Una de las principales dife-
rencias es que el ojo humano funciona principalmente en forma comparativa y no
cuantitativa como lo hacen los aparatos de adquisicion de imagenes.

La formacion de una imagen digital es el primer paso para cualquier sistema de
preprocesamiento de imagenes, y consiste basicamente en un sistema 6ptico y un
digitalizador, mediante el cual la imagen 6ptica se transforma en una senal eléctrica
que permitira el procesamiento. Las vias para obtener una imagen digital es mediante
el uso de camaras fotograficas, escaneres, etcétera.

La digitalizacion de imagenes, la cual lleva implicita los procesos de cuantificacion
y codificacidn, es el proceso por medio del cual se convierte una imagen en un formato
interpretable por las computadoras, y es el resultado de representaciones discretas
del plano continuo y/o del mundo real. Es una representacién numérica mediante un
enrejado o latice, particionando el espacio continuo en celdas elementales conocidas
como pixeles, cuyo valor puede representar, entre otros, un nivel de gris o un valor
dentro de una banda espectral perteneciente a un modelo de color. Un pixel, pese
a ser una unidad de medida, es un concepto inmaterial que no tiene una medida
concreta. No se asegurar si un pixel mide 1 cm o 1 Km. Todo ello significa, que el
pixel es s6lo una unidad de divisién sin un tamario real concreto. Sélo cuando se
asigna una escala de dimensioén a la imagen que se esta trabajando, entonces se
puede dar un tamano concreto al pixel.

Una vez digitalizada la imagen, puede considerarse como cromatica, es represen-
tada como una funcion f : 2" — R, donde n y m son la cantidad de pixeles
de alto y ancho respetivamente. El valor d caracteriza el tipo de imagen en tres
grandes grupos:

= ¢ = 1 representa a las imagenes en niveles de grises,
m ¢ = 3 imagenes en colores y

m d > 3 para el caso multiespectral.

De esta manera una imagen digital puede ser convenientemente representada por
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una matriz I de tamano n x m y cada pixel queda univocamente determinado por su
intensidad o color y su posicion como se puede observar en la figura 2.1.

F2) oo f(2,0) -] f(2,m)

TG 76D [ ) [ Jam)

) Fo o | e o)

Figura 2.1: Representacion matricial de una imagen digital 7 de tamano m x n. Cada
elemento o pixel de la imagen en la posicion (i, j) tiene asociado un Unico valor

f(i, 3)-

La tonalidad de la imagen viene dada por multiples parametros y por esta razén es
un atributo dificil de valorar. Principalmente, viene determinada por la resolucién en
niveles de gris o profundidad de color. La tonalidad hace referencia a la informacion o
el numero de bits, que representa cada pixel y por convenio se ha establecido que la
cantidad de tonos empleados es 2" “ Por ejemplo, 1 bit representa 2 tonos (blanco
y negro), 8 bits representa 28 = 256 tonos, 16 bits representa 2"° = 65536 tonos, etc.
La figura 2.2 muestra una misma imagen a diferentes valores de resolucién en niveles
de gris.

16 bits 8 bits 1 bits

EGER 479 | 600 | 611 | 500 PEVISSEREN

Figura 2.2: Distintas representaciones de una imagen usando diferentes valores de
profundidad de bits. lzquierda: 16 bits, centro: 8 bits y derecha: 1 bit.
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El nUmero de bits estara condicionado al modo de color, es decir, al tipo de
informacion. De tal forma que, la escala de grises se puede representar en un solo
canal, mientras que para la representacion del color se utilizan tres canales de 8 bits
(24 bits en total), por ejemplo, el modelo RGB, apto para la visualizacion en pantalla,
o bien, cuatro canales para el modelo CMYK, para la impresion en cuatricomia.
Loégicamente, una mayor profundidad de color implica un archivo de mayor tamano.
También influira en la tonalidad el rango dinamico, que se refiere a los niveles de
luz. Con un rango dinamico bajo, las sombras perderan detalle y las areas saturadas
qguedaran descoloridas. La reproduccion del color sera un valor complejo de medir y,
en todo caso, se ha de tener presente que esta muy vinculado a la finalidad.

Figura 2.3: Ejemplo de imagenes para diferentes tonalidades en niveles de gris y a
color. A la derecha de cada imagen se muestra una ampliacion de la regién marcada.
a) Imagen en niveles de gris. b) Imagen a color.
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Un concepto importante a tener en cuenta es la resolucién espacial de una imagen
digital, lo cual se refiere a la medida en los detalles que pueden ser distinguidos en
la imagen, y esta asociado a la densidad de pixeles por unidad de area espacial.
Mayor resolucion espacial va a implicar que la imagen tenga mayor detalles o calidad
visual. La figura 2.4 muestra ejemplos de la imagen del payaso, representada a
diferentes resoluciones espaciales: 320x200, 80x50 y 40x25 pixeles respectivamente.
La region marcada por el recuadro con linea discontinua azul es comun para los tres
ejemplos y abarca parte de la nariz y el ojo. En la fila de abajo se muestra la regién
ampliada, notar que a medida que disminuye la densidad de pixeles por unidad de
area, decrece la capacidad de distinguir los detalles de la imagen. En este caso, para
la region de 80x80 pixeles, se pueden diferenciar con claridad el ojo y la nariz del
payaso, mientras que para la region de 10x10 es imposible distinguir dichas regiones.

Resolucion espacial

B

80x50 pixeles 40x25 pixeles

Imagen

Regién

80x80 pixeles 20x20 pixeles 10x10 pixeles

Figura 2.4: Imagen a diferentes resoluciones espaciales. A medida que disminuye la
cantidad de pixeles por unidad de area se va perdiendo la capacidad de representar
mejor los detalles de la imagen.

En el area de la biologia, es muy frecuente expresar la medida de resolucién de la
imagen mediante barras de escala, ya que se conoce la equivalencia de los pixeles al
tamano real de los objetos. De esta manera se tiene una medida de las dimensiones
de los objetos representados en la imagen como se muestra en la figura 2.5".

'Imagen tomada vy modificada de http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/articles/
superresolution/introduction.html


http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/articles/superresolution/introduction.html
http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/articles/superresolution/introduction.html
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Figura 2.5: Ejemplo del uso de barras de escala, para la representacion de la re-
solucién espacial en imagenes de proteinas fluorescentes. Las barras de escala
estan ubicadas en la esquina inferior derecha con la dimension arriba. a) Imagen
de microscopia limitada por difraccion obtenida con un microscopio convencional. b)
Imagen ampliada de la regién enmarcada en a). ¢) Imagen de la region representada
en b) después de ser procesada con el algoritmo de super-resoluciéon PALM. Notar
que las barras de escala en los paneles b) y ¢) estan asociadas a la misma region y
presentan igual dimension, lo que se puede apreciar que con el método PALM se
alcanza un mayor nivel de detalle.

2.2. Dominios de la imagen digital

A partir de la mitad del siglo pasado y en lo que va de este, se han desarrollado
algoritmos para procesar imagenes que operan principalmente en tres dominios:
frecuencia, espacial, y rango-espacial. Con estas transformaciones se modifica la
imagen con el objetivo de buscar informacion o mejorar la calidad de la misma. A
continuacion, se ofrece un resumen de cada uno de estos dominios.

2.2.1. Dominio de frecuencia

En el procesamiento digital de sefales e imagenes es muy usado el analisis en el
dominio de frecuencia, con el cual una funcion f es descompuesta de forma univoca
en funciones elementales. Cada funcion tiene asociada amplitud y frecuencia, como
se muestra en la figura 2.6.

La transformada de Fourier, denotada por la letra F', es una herramienta muy
versatil que emplea funciones de seno y coseno a diferentes frecuencias, reflejando
la proporcion en que contribuyen cada una de ellas. Su expresion para una funcion
unidimensional continua f esta dada por la siguiente formula:
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((

o
amplitud

Figura 2.6: Descomposicion de una seial periddica en funciones elementales sinu-
soidales. a) La senal periodica se muestra en color negro. b) Descomposicion de la
senal mostrada en a) en tres frecuencias sinusoidales. Notar que cada frecuencia
tiene una amplitud que la caracteriza.

F(u) = /f(x)eﬂ’”‘xdx,

donde

x: tiempo o espacio,

u: frecuencia,

j: unidad imaginaria,

m % = sen(x) + jeos(z): exponencial compleja.

La transformada inversa de Fourier se expresa de manera similar:

o

Fla) = / Fu)e™dy,

—0o0

En el caso de una imagen de dimensiones M x N la transformada de Fourier
adquiere una expresion discreta y bidimendional dada por:

uxr | vy

fla,y)e 2 G TR,
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y su inversa:

M—-1

2

F(u J27r(%+%)7

Il
=)

u=0 v

Uno de los resultados mas importante es el Teorema de Convolucién, el cual
establece que la transformada de Fourier del producto convolucion de dos funciones
definidas en el dominio de senal es igual al producto de sus respectivas transformadas.
Inversamente se tiene el reciproco: la transformada inversa del producto convolucién
de dos funciones en el dominio de frecuencia es igual al producto de las funciones
en el dominio de senal. Matematicamente hablando se tiene que:

f(mvy) * g(l'ay) — F(uvv) : G(u,v)

f(z,y) - g9(z,y) == F(u,v) * G(u,v)

Debido a que la transformada de Fourier es una funcién periédica, un periodo
de M N es suficiente para poder representarla, guardando estrecha relacion con
el tamano que es M x N. El espectro de la transformada de Fourier, dado por su
valor absoluto, revela informacion sobre la naturaleza de la imagen. Normalmente se
emplea la funcién logaritmo del espectro para su visualizacion, de tal forma que:

= regiones homogéneas estan asociadas a bajas frecuencias,
= bordes y ruido estan asociados a altas frecuencias,

® si en la imagen se repite algun patrén da lugar a picos que se repiten a una
distancia regular.

En la figura 2.7 se muestran tres imagenes y sus correspondientes transformadas
de Fourier. Cada imagen presenta una caracteristica distinta que determina la am-
plitud asociada a cada frecuencia. Por ejemplo, la imagen del camaroégrafo (figura
2.7a) presenta regiones homogéneas, como el traje y el cielo, esto conlleva que
altas amplitudes se concentren en las bajas frecuencias (centro de la figura 2.7d). La
imagen del centro (figura 2.7b) esta formada por estructuras circulares, pero presenta
ruido en el fondo de la imagen, es por ello que en su transformada de Fourier (figura
2.7e), altas frecuencias presentan altos valores de amplitudes. Finalmente, la ultima
imagen (figura 2.7c) presenta un patron regular en forma de cuadros. Notar que en
este caso, la transformada de Fourier (figura 2.7f) tiene un patrén regular que se que
se extiende por toda la imagen y se repite con una frecuencia especifica.
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Imagen

FFT

Figura 2.7: Transformada de Fourier de imagenes con diferentes caracteristicas
espaciales. a) Imagen con muchas regiones homogéneas. b) Imagen con ruido. ¢)
Imagen con patrén regular (cuadros).

2.2.2. Dominio de rango

El término “dominio de rango” se refiere al conjunto de puntos que componen
una imagen, y los métodos en el dominio de rango son procedimientos que operan
directamente sobre los valores de los pixeles. Hay cuatro grandes grupos en que se
pueden clasificar las transformaciones en el dominio de rango: puntuales, locales,
globales y geométricas.

Las transformaciones puntuales o pixel a pixel operan sobre el valor de un pixel sin
tener en cuenta los pixeles que le rodean. La intensidad de cada pixel en la imagen
de original es modificado por un nuevo valor mediante operaciones matematicas o
relaciones logicas, y el valor obtenido es ubicado en la misma posicidn en la imagen
resultante. La operacion cuando se procede con una imagen se pueden expresar
como:

9="T(f) (2.1)

donde f es la imagen original y ¢ es la imagen resultado después de aplicar la
transformacién 7. Estas técnicas se caracterizan por variar el contraste y la tonalidad
de la imagen, ejemplos de estas son suma y divisién por escalares, logaritmo,
potencia y complemento. Se puede operar también de forma puntual con varias
imagenes, este grupo de técnicas se conoce como aritmética de imagenes. La forma
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general se muestra en la siguiente ecuacion:

Se requiere que las imagenes tengan la misma dimensién y profundidad de bits.
Ejemplos de estas técnicas son suma, resta, multiplicacion y divisién. La composicion
de las operaciones aritméticas anteriores son muy empleadas en el tratamiento
de imagenes, siendo el promedio y la varianza funciones muy populares. La figura
2.8 muestra dos ejemplos de aplicaciones practicas de las funciones mencionadas
anteriormente?.

a Conjunto de imagenes Imagen
Promedio

...'_>

b Imagen Original |

Figura 2.8: Ejemplos de transformaciones geométricas en una imagen digital. a)
Promedio de secuencia de imagenes sintéticas con emisores esparcidos de forma
aleatoria en estructuras tubulares. b) Logaritmo aplicado a una imagen digital en que
no se podia apreciar bien los 4 circulos que componen la escena de estudio.

Las operaciones locales dependen de pixeles que se encuentren en una vecindad
del pixel analizado. La vecindad de un pixel es un conjunto de pixeles (por lo general,
su cantidad es mucho menor que el numero total de pixel de la imagen) en las
cercanias del mismo. Se procede con un nlcleo o mascara que recorre toda la

2La secuencia de imagenes de la figura 2.8a fue tomada del sitio http://bigwww.epfl.ch/smlm/
datasets/index.html?p=../challenge2013/datasets/Bundled_Tubes_High_Density. La imagen
de la figura 2.8b fue obtenida mediante el algoritmo de super-resolucion MUSICAL, al procesar la
secuencia en el sitio https://sites.google.com/site/uthkrishth/musical.


http://bigwww.epfl.ch/smlm/datasets/index.html?p=../challenge2013/datasets/Bundled_Tubes_High_Density
http://bigwww.epfl.ch/smlm/datasets/index.html?p=../challenge2013/datasets/Bundled_Tubes_High_Density
https://sites.google.com/site/uthkrishth/musical
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imagen, modificando sus valores de los pixeles. Los nucleos pueden ser lineales o
no lineales. Los nucleos lineales se caracterizan por tener coeficientes constantes
y siempre se les puede puede hacer una version en el dominio de frecuencia (ver
seccion 2.2.1), lo que conlleva una reduccién considerable en el tiempo de computo.
Por otro lado los nucleos no lineales son adaptativos segun la vecindad a procesar.

operacion Imagen Original Imagen Resultante Ejemplo
H H
e - - Suma, resta
puntual - Producto
- Negativo

=
g

- convolucion
local
- gradiente
HH
| - umbralizacién
global

- ecualizacién

—— funcién de transformacién
m  pixel involucrado en la transformacién en la imagen original
[ pixel involucrado en la transformacién en la imagen resultante

Figura 2.9: Operaciones en el dominio espacial de acuerdo a la cantidad de pixeles
empleados. Las operaciones puntuales solo tienen en cuenta el valor de un solo pixel
y el valor de este pixel solo afecta al valor del pixel de la imagen resultante en la
misma posicién. Las operaciones locales operan en vecindad del pixel, los cuales van
a determinar el valor del pixel en la imagen resultante. Con las operaciones globales,
los pixeles de la imagen resultante van a estar afectados por la presencia de todos
los pixeles de la imagen.

Las operaciones globales no estan limitadas solamente a los pixeles en una
vecindad, sino que pueden ser afectados por pixeles mas alla de esta, siendo los
métodos basados en histogramas como la umbralizacién y la equalizacion unas
operaciones mas utilizadas en el procesamiento digital de imagenes.
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Las tres clasificaciones anteriores conservan el tamano de la imagen original,
sin embargo, las operaciones geométricas pueden variar el tamano de la imagen
original y también pueden distorsionar los objetos que componen la misma. En la
figura 2.10, se muestra como ejemplos las transformaciones geométricas de rotacion
(figura 2.10b) y ampliacion (figura 2.10c). Especificamente, para la operacion de
ampliacién fue usado el método de interpolacion biclbica, el cual sera explicado en
la siguiente seccidn.

a imagen original b rotacion o interpolacién

Figura 2.10: Ejemplos de transformaciones geométricas en una imagen digital. a)
Imagen original. b) Rotacion de la imagen en a) con un angulo de 300 grados. c)
Amplificacion de la imagen en a) en un 25 %.

2.2.2.1. Transformaciones mediante nucleos

Las transformaciones mediante nicleos son un caso particular de transformacion
local, su expresion integral tienen la forma:

9(po) = > K(p,po) - h(p, po)- (2.3)

peS

donde

h:imagen a la cual se le hace la transformacion,

g: imagen resultante de aplicar la transformacion,

po: pixel donde se evalla la transformacion,

S: region donde se efectla la transformacion local,

K: nucleo o kernel,

p: pixel que recorre la region S.
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La convolucién y correlacion son ejemplos de transformaciones mediante nucleos
dadas por las expresiones

9(po) = Z K(p,po) - h(p — po)

peES

9(po) = Z K(p,po) - h(p + po)

peS

respectivamente, para las cuales h coincide con la imagen procesada y K es una
matriz de coeficientes contantes.

A diferencia de las operaciones de convolucién y correlacion, se esta interesado
en el caso que h siempre toma valor 1 para todos los pixeles involucrados y los
coeficientes de K varien de acuerda a p y py. Lo cual, restringue la expresion 2.3 a la
forma:

9(po) = Y K(p, po)- (2.4)

peS

2.2.3. Dominio rango-espacial

Como bien se describié anteriormente, una imagen se representa como un enre-
jado bidimensional de vectores d-dimensionales. El espacio del enrejado se conoce
como el dominio espacial, mientras que el nivel de gris, color, o informacion espectral
se representa en el dominio del rango. El dominio rango-espacial es producto de
concatenar ambos espacios para obtener un dominio de dimension » = d + 2. La
ventaja de este espacio, es tener en cuenta tanto la posicién como las intensidades
de los pixeles, lo cual es muy convenientemente empleado para describir la densidad
de vecindades de pixeles.

Enlafigura 2.11 se puede apreciar tres vecindades de pixeles de dimension 13x 13,
las cuales presentan el mismo histograma, pero difieren en la disposicion espacial
de los niveles de grises. Notar que en las tres vecindades estan presentes solo tres
niveles de grises: 0 (negro), 128 (gris) y 255 (blanco), cuyas respectivas frecuencias
son 144, 1y 24. Al comparar las vecindades, es notable que la distribucion espacial
de los niveles de pixeles debe influir notablemente en la funcién que caracterice la
densidad de las mismas. Entonces, ¢,coémo describir la densidad de los niveles de
grises teniendo en cuenta tanto la distribucién espacial como la de rango?
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Figura 2.11: Vecindades de pixeles con distinta distribucién espacial. Las tres image-
nes presentan la misma cantidad de pixeles en negro, blanco y gris, donde el pixel
gris esta situado en el centro de las imagenes. a) Vecindad del pixel gris con pixeles
blancos concentrados en el centro de la imagen. b) Vecindad del pixel gris con pixe-
les blancos dispersos en la imagen. c¢) Vecindad del pixel gris con pixeles blancos
concentrados en el borde de la imagen.

Para esclarecer cdmo se opera en el dominio rango-espacial, se dara una breve
explicacion con un ejemplo concreto de cédmo hallar la densidad en una vecindad
1-dimensional mediante el empleo de nucleos diferenciales.

Sean los puntos {4,4,9,3,4,5,6,5,1,9,3}, se puede apreciar que hay 11 valores
comprendidos en el intervalo [1, 9]. Cada punto tiene asociado dos propiedades: valor
y posicion relativa al punto central. Se tomara a 5 como el centro de la vecindad y los
radios espacial y de rango como h, = 5y h, = 4 respectivamente. Se hara uso del
nucleo de Epanechnikov, para describir la densidad alrededor del pixel central, cuya

formula es: ,
1—2x Si |z
Ky . silal
0, otro caso

Las vecindad de rango y espacial estan descrita por
‘/7“ - {17 27 37 4—7 57 67 77 87 9} Yy ‘/5 - {_57 _47 _37 _27 _]-7 07 17 27 37 47 5}

con centros de vecindad son ¢, = 5 y ¢, = 0 respectivamente. Se tomaran los valores
y, en el dominio de rango tal que se encuentren a una distancia menor o igual que
un radio h, = 5, mientras que los en el dominio espacial y; coinciden con la vecindad
espacial V. De tal forma que se obtienen pares ordenados quedando de la siguiente
manera:

Tabla 2.1: Valores de y, y ys de rango y espacial
v | 414193 4|5/6|/5[1/9]|3
ys |-51-41-3]-2|-1]0]1/2[3[4|5
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La figura 2.12 muestra la distribucidon que siguen estos valores.

puntos
{4,4,9,3,4,5,6,5,1,9,3} o 9| . .« |
C
©
vecindad de rango 3 °
V;":{1727374’5767778’9} g 57 . J
c. '8 o0 °
5 . .
vecindad espacial >
V:s = {_57—47 —37_27_17()’1727374’5} L | L ’ : |
Cs 5 0 5

vecindad espacial

Figura 2.12: Vecindad en el dominio rango-espacial. A la izquierda se muestran los
puntos, vecindad de rango y vecindad espacial, los centros de las vecindades han
sido resaltados en color rojo. A la derecha se muestra un grafico de la distribucion
que siguen los puntos en la vecindad rango-espacial.

Sean z,. = (y, — ¢.)/h, ¥ x5 = (ys — ¢s)/hs, la normalizacion de los valores de
las vecindades de rango y espacial, entonces sus respectivas densidades se hallan
aplicando el nucleo de Epanechnikov Ky a los vectores .. y z,. En la figura 2.13
se muestran los graficos de las densidades de rango, espacial y rango-espacial
empleando el nucleo de Epanechnikov.

{4,4,9,3,4,5,6,5,1,9,3}

a  Kx): 1-a3 b K.(x,): 1 -} C K(x): Kyzs)* K.(x,)
17‘ °‘° ] 17;0 o.‘o. E 1*‘ . ]
° °
° °
° °
0,5 | 0,5 - 0,5 i
° ° .
07\. \ ?] 07\ * e O*O‘. ° | eoe
-5 0 5! -5 0 5) _5 0 5

Figura 2.13: Graficos de densidad para los diferentes dominios empleando el nicleo
de Epanechnikov para la distribucion de puntos {4, 4, 3,9,4,5,6,5, 1,9, 3}. a) Densidad
de rango. b) Densidad espacial. ¢) Densidad rango-espacial.



22 CAPITULO 2. MARCO TEORICO

En la figura 2.14 se observan los graficos de los valores de la vecindad original y
los valores ponderados con el ndcleo de Epanechnikov siguiendo la filosofia rango-
espacial. Notar que, a medida que se va alejando del centro de la vecindad, el peso
que ejerce este valor respecto al centro es cada vez menor, tanto de rango como
espacialmente.

a datos originales b datos ponderados
8 \ 8
o ° s 6 -
o o o®
4 ee ° = 4 ° N
[ ] [ ] °
20 - 21 o |
PY [
0 - \ \ |
—d 0 5 0 __‘5 ¢ 0 5

Figura 2.14: Comparacion de las distribuciones de puntos originales y ponderados
empleando el kernel de Epanechnikov. a) datos originales. b) datos ponderados.

2.3. Media Desplazada

La Media Desplazada (M .S, MeanShift, por sus siglas en inglés) puede concep-
tualizarse como un procedimiento iterativo ascendente para caracterizar la densidad
de datos en espacios discretos. La M S fue propuesta por Fukunaga [18] con fines
estadisticos para agrupar datos, ya que el vector M S apunta hacia los puntos de
densidad local. Cheng dio una generalizacion de la M S describiendo el concepto
de nicleo sombra [19]. La aplicacién mas popular fue proporcionada por Comaniciu
usandola para la segmentacion de imagenes, filtrado y seguimiento de objetos [21].
Ademas, la M S se ha empleado para algoritmos MSR como una herramienta secun-
daria de agrupamiento en la localizacion de una sola molécula y la segmentacion
de grupos [26]. Ingeniosas aplicaciones han sido utilizadas para la eliminacién de
ruido [27] y para secuencias de imagenes sufren de desplazamiento producto del
movimiento de la camara (drift correction) [28]. Todas las aplicaciones de los casos
mencionados anteriormente estan respaldadas por la teoria de la M .S, pero irénica-
mente en ningun caso, la M S es calculada expicitamente. Esto se debe a que no es
necesario el computo de la M S para hallar las modas del espacio en que se esta
operando, lo cual hace que los basados en esta teoria sean de gran versatilidad.
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2.3.1. Teoria de la Media Desplazada

Sea Y = {yn},fj:l un conjunto finito de puntos en el espacio euclideano d-
dimensional R?. La distribucion de puntos de Y esta asociada a una funcién de
densidad f la cual es desconocida. Como f es deconocida, se hace una estimacion
de la misma a una funcion f. La funcién de densidad f que subyace sobre Y en un
punto dado y, € RY, es caracterizada mediante una funciéon de densidad estimada f

usando un nucleo diferenciable K y un parametro scalar h > 0[18,19,21] dado por:

A o C_K Yo — Yn

yn€BJ: (yo)

donde B;(yo) es la vecindad reducida (excluye al centro de la vecindad) en y, de radio
h, N es la cantidad de puntos en la vecindad, el término h¢ es un factor de escala
en relacion con la dimension del espacio y cx es la constante de normalizacion, por
lo tanto f € [0,1]. De acuerdo a Cheng [19], una funcién K : R? — R es un nlcleo
si existe una funcién perfil & : [0,00) — R, tal que K(z) = k(||z||?), donde || - || es la
norma euclideana. La funcién perfil k satisface las siguientes condiciones:

1. no negativa y no creciente,
2. diferenciable e integrable,

3. definida a trozos.

Ejemplos de nucleo con sus respectivos perfiles se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 2.2: nucleos and perfiles

Nombre K(z) = k(||z]|?) k(t) gréfico
Uniforme L el <1 L, 0=st<l
0, [|z]| >1 0, otro caso
- L—lz]?, =l <1 1—t, 0<t<1
Epanechnikov { 0, |lz] > 1 0, otro caso

Biponderado { (1 - ||$”2>27 HI” < 1 { (1 - t)Q’ 0 <t< 1

0, [z]| >1 0, otro caso

—Slle)? -3

Gaussiano e e

S| ===
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Usando la notacién de perfil, la formula 2.5 puede ser escrita como:
~ Ck 2
fin(wo) = Nhd >k (‘ ) : (2.6)

yneB;;(yO)

A medida que el valor de ¥ decrece, la homegeneidad de B;:(y,) también aumenta,
lo cual significa que la diferencia entre los elementos de la vecindad analizada también
va a aumentar. Si Y N By (yo) = 0 significa que no hay puntos de Y en B;(yo), por lo
tanto f(yo) = 0.

Yo — Yn

h

Figura 2.15: Funcion de densidad fa partir del uso de nucleos gaussianos k. Cada
nucleo centrado en los puntos azules y, contribuye de forma aditiva para generar la
funcion de densidad f Mientras mas concentrados se encuentren los puntos mayor
va a ser la contribucion a la funcion de densidad.

La estimacién del gradiente de densidad de f en y, [18,21] esta dado por:

2)
Yo—Yn
h

-~

Vo) = V., ()

Yo—Yn
h

yn€B;: (yo)

2)1 (2.7)

= % > (Yo —n) [—9<
) yneBZ(yO)
vnarz 2 (Un — Y0) Gn,

n
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donde g es un perfil que satisface:

» g(-) = —k'(-), siendo k'(-) es la derivada de &,

‘o _g( )

Aplicando transformaciones algebraicas a la ultima expresion de las igualdades
dadas en la ecuacion 2.8

Yo—Yn yn

n 2cy,

VS nWo) = stz 2o (Un — Y0) Gns

= Nicdkw Z YnGn — Z yogn>
o

_ NQth’“+2 i - (Z Ynn — Yo D gn) 28)

2%y, Zgnyn Zgn
= o 20 | s sy |

el estimador del gradiente de densidad esta dado por:

2%, > Gnn
ka ,L(yo) Npiz Zgn : nz—g — Yo - (2.9)

n

Notar que el primer factor en la ecuacion 2.9 es una constante. El segundo factor es
proporcional al estimador de nucleo de densidad usando el perfil g y parametro h:
~ Cg

fg,h (yO) = Nhd

(2.10)

n

Finalmente, el Gtimo término, dado por la expresién entre corchetes, es el vector M S
con perfil g y parametro h:

> Ynln
= — Yo,
Z 9n

lo cual se refiere a la diferencia entre la media ponderada (SM, sample mean, por
sus siglas en inglés) de los y,, que pertenecen a B; (yo).

MSgn(yo) = (2.11)

Notando que ftambién puede ser descrita empleando el perfil g, se llega a que:

Pl =~ > gO ) N 20 (2.12)
)

yn€BJ; (Yo

Yo — Un
h
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Por lo tanto

R d
S g0 = T (s0) (2.13)

Cyg

Despejando M S en la formula 2.9 y sustituyendo la ecuacidn 2.13, se obtiene
que M .S siempre apunta en la misma direccion que el gradiente de densidad usando
el perfil k, como se muestra en la equacién 2.14.

fon (0)
J/C;h th+2
Zgn QCk

n

MSg,h (Z/o) =

~

_ S NETE (2.14)
P ) 2 2

Cg

o~

fg,h N R+2 ¢
fg’h(y) 2c, Nh?
E&WM(?JO)
2 ¢y fg,h(yo) '

Los perfiles k y g estan relacionados a través de la definicion de nicleo sombra,
también definida por Cheng [19]. Sean K y G dos nucleos con perfiles k y g respecti-
vamente. Entonces K es nucleo sombra de G sila M S usando G se encuentra en la
misma direccion del gradiente de densidad usando K. Como consecuencia directa
se obtiene que k es un perfil sombra de g, y deben satisfacer la siguiente propiedad:

K (t)=—c-g(t), (2.15)

donde ¢ es una constante positiva.

MS,, en y, es una medida de la homogeneidad de B;(y,). A los puntos de
minima densidad local les corresponde grandes valores de la M S. Por esta razén,
la teoria de la Media Desplazada fue pensada en sus inicios para alejarse de los
puntos de minima densidad local y converger hacia regiones de mayor densidad
local. El proceso se repite de forma iterativa hasta alcanzar un punto para el cual no
varia el valor de M S (moda de densidad del espacio) o estableciendo un criterio de
parada en caso de ejecutarse muchas iteraciones [29—-31]. El calculo de las modas
de densidad se realiza de forma directa sin tener que computar el valor de la M S,
como se muestra en la siguiente expresion 2.16:
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> @ig ([|=55]°) > @ig (J|=55]°)
Yiyr = Yi + My a(x) = v + 17711 N Y 227711 N (2.16)
(ESY (S

lo cual hace que sea una herramienta versatil en el procesamiento de datos.

o
o ° Yi
® ([
° ° ° o © ° "
o Y ~ P :. ® ® i+1
° . -¢\ . ¢ .:.o.o. ® o
o 0% % oo, vecindad
e o © ® o ® oo ¢
° ° ° ° ° [MS vector]
[ ) (]
o
o o puntos del
o ° ¢ o ° espacio

Figura 2.16: Representacion del vector M S usado para buscar el punto de mayor
densidad ;. 1, empleando una vecindad centrada en en el punto y;.

Las aplicaciones mas populares de la M S son:

agrupamiento (clustering),

segmentacion,

deteccion de bordes preservando la forma de los objetos y

seguimiento de objetos (tracking).



Capitulo 3

Estado del arte de algoritmos MSR

3.1. Difraccion

En las Gltimas décadas, la microscopia de fluorescencia, ha tenido un notable
avance en la observacion y el estudio de objetos pequenos, siendo una herramienta
esencial para estudiar las células vivas y comprender sus funciones fundamentales.
Un microscopio 6ptico da una imagen ampliada de la muestra, que de otro modo
no podria ser resuelta por el ojo humano. Sin embargo, el aumento alcanza una
resolucion limitada especifica por efectos fisicos causados por la difraccion, definida
como la distancia mas pequena necesaria para distinguir dos objetos puntuales.

La luz que se origina de un emisor puntual, no converge en un solo punto en el
plano de la imagen, sino que se difumina en el espacio a un volumen de tamano finito,
producto de la convolucién con la PSF generada al salir del objetivo del microscopio.
De tal forma, que la extensién espacial de la PSF determina la dimensién mas
pequena que se puede resolver en la imagen. Los emisores de luz cuyas dimensiones
estan dentro del orden de la longitud de onda de emision, se consideran puntos
de origen que se ven afectados por la difraccién de la luz. Este efecto se modela
mediante la convolucion de la distribucion de fluorescencia del emisor con la PSF
del sistema optico dada por la formula:

por - (22"

v

. : . 27N
donde J; es la funcidon de Bessel de primer tipo y orden 1, v = NAr es una

n
distancia adimensional del eje dptico en el plano focal, NA es la apertura numérica
del objetivo, r es la distancia radial, \ es la longitud de onda de emisién y n es el
indice de refraccion del medio utilizado en el objetivo del microscopio.

El resultado de convolucionar la PSF con un solo emisor forma un patrén Airy
en el que aproximadamente el 86 % de la luz emitida se aloja dentro del disco

28
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central. Alrededor del disco central se disponen anillos concéntricos cuya intensidad
disminuye en funcién de la distancia al centro. La ubicacion del primer minimo de
intensidad con respecto al centro del disco se da a la distancia de

0,61
~ NA
En la figura 3.1a' se puede apreciar un patrén de difraccién generado por un haz
de luz que atraviesa una abertura circular, en el cual la mayor intensidad de luz se

encuentra concentrada en el disco central. La figura 3.1b muestra los elementos
principales que caracterizan al patrén de difraccion.

e

r

a

Figura 3.1: a) Patrén de difraccién producido por un haz de luz que atraviesa una
abertura circular. b) Elementos de patron de difraccion: disco central, anillos y distan-
cia del centro del disco a su primer minimo de intensidad.

Las consideraciones oOpticas sugieren un calculo robusto a N A por la expresion

nS

NA =

NAobja

Noil
donde NAN A,,; es la apertura numérica del microscopio, n, es el indice de refraccion
del medio en que esta sumergida la muestray n_, es el indice de refraccién del aceite
entre la lente y el cubreobjetos.

La luz que emana del plano de la imagen se captura a través de una camara,
y se digitaliza como niveles de gris dentro de los pixeles representados como un
enrejado bidimensional regular I. Se asume que los pixeles son cuadrados de ancho
w predefinido por la cdmara. De esta forma, el radio de un emisor recogido en el
plano de la imagen se caracteriza por:

0,61\
) = N

'Imagen tomada y modificada de http://hyperphysics.phy-astr.gsu.edu/hbase/phyopt/
cirapp.html.
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Los pixeles ubicados dentro de esta regidon contienen la mayor cantidad de informa-
cién sobre la ubicacion del emisor. Por otro lado, los valores de los pixeles mas alla
de esta region determinaran el ruido de fondo de la imagen.

La PSFg también se puede aproximar mediante una funcion gaussiana de la
forma:
_1 z2+y2
PSFG =e 2 o2 |
donde z y y son coordenadas espaciales y o es la desviacion estandar de la distribu-
cién gaussiana a lo largo del plano XY'.

Sean At el tiempo de adquisicion entre cuadros de imagen y M el nUmero de
emisores. La emision de un solo emisor parpadeante viene dada por:

At

Cm = em/b(x)dx,

0

donde ¢,, es la potencia de emisién del emisor m y b(z) es una funcion binaria de la
sefal recogida. Sea p un pixel con su centro ubicado en la posicion x en el plano de
la imagen, la contribucion a p de todos M emisores va a estar dada por:

I(p) = Z PSFg(x)c,w?

I(p) = Z PSFg(x)cw’.

Cuando dos emisores puntuales se encuentran a una distancia del orden de la
longitud de onda de emision A, en ciertos casos es imposible distinguirlos. Es por ello,
gue se define la resolucion éptica o simplemente resolucion como la capacidad que
tiene un sistema formador de imagenes para discernir entre dos emisores puntuales.
Los criterios de Rayleigh y Sparrow dan una medida del poder de resolucion que
tienen los sistemas opticos (microscopios Opticos o telescopios) los cuales van
a depender de A\ y NA. El criterio de Rayleigh se satisface cuando el maximo
del patrén de difraccion de uno de los emisores coincide con el primer minimo
del patron de difraccion del otro emisor. Como resultado se obtiene que entre los
dos emisores va a haber un punto de ensilladura o valle, cuya altura va a ser
aproximadamente un 80 % de la altura de la intensidad maxima de los emisores.
Por otro lado, si la distancia entre los emisores es tal que no existe tal punto de
ensilladura entonces se satisfece el criterio de Sparrow. Debido a la importancia
para el resto del documento, se introducira el concepto de “dip”® como la altura en el

2El término “dip” significa en inglés depresion. En este trabajo se hace uso de esta palabra debido
a que en espanol no se tiene tiene una palabra especifica para este concepto.



3.2. ALGORITMOS DE MICROSCOPIA DE SUPER-RESOLUCION 31

punto medio entre los dos emisores [32]. En la figura 3.2 se muestran los criterios de
Rayleigh y Sparrow para dos emisores puntuales que han sido convolucionados por
las PSFs de Bessel y gaussiana. A su vez, se muestra en cada caso el dip para cada
una de las distribuciones resultantes.

Criterio de Rayleigh Criterio de Sparrow

— Bessel
— Gaussiana

— Bessel suma

— Gaussiana suma

R EEEEE LS BEEY SEEEEEEEERD, S

O e CEEEY ST SR
L LD EEEY SEFEPEPEESI P

o - Posicién de los emisores — Dip

Figura 3.2: Criterios de Rayleigh y Sparrow para dos emisores simulados con dis-
tribucion de Bessel y gaussiana. Notar que el patron generado por la distribucion
gaussiana no genera protuberancias en las colas de los graficos, a diferencia de la
de Bessel. Las distribuciones que satisfacen el criterio de Rayleigh (primera columna)
crean un valle entre los dos maximos de intensidad; el valor del dip asociado es
menor que la altura maxima resultante. Las distribuciones que satisfacen el criterio de
Sparrow (segunda columna) no crean valle entre las posiciones de los dos emisores,
generando una region mayormente plana en la parte central; el valor del dip asociado
coincide con la altura maxima de la distribucion resultante.

3.2. Algoritmos de microscopia de super-resolucion

La MSR abarca una coleccién de técnicas de nanoscopia de fluorescencia cu-
yos métodos logran rebasar el limite de difraccién. Hay dos enfoques principales
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de MSR: determinista y estocastico. Cada técnica varia desde la arquitectura del
microscopio hasta sus aplicaciones computacionales. Por ejemplo, Microscopia de
lluminacién Estructurada (SIM, Structured lllumination Microscopy) es un método
determinista que usa franjas de Moiré para recuperar frecuencias espaciales de luz
que de otra manera se perderian debido a la curvatura y la interferencia de la luz
en movimiento. SIM recopila informacién espacial de la regién de interés excitada a
través de patrones regulares de luz y reconstruye imagenes de superresolucion con
aproximadamente 100-125 nm de resolucién axial a partir de informacién capturada
en el dominio de frecuencia [17,33]. Otra técnica determinista como Estrechamiento
por Emisiones Estimuladas (ST FE D, Stimulated Emission Depletion ), alcanza 30-80
nm de resolucion axial utilizando rayos laser de excitacién y de agotamiento dis-
puestos como matrices predefinidas de patrones de agotamiento de excitacion, que
limitan la emision de fotones por debajo de la resolucion espacial de la optica del
microscopio [34,35]. La arquitectura de los sistemas STED y SIM es compleja, lo que
exige personal dedicado para la construccion y el mantenimiento, lo que hace que
sean muy costosos.

Técnicas estocasticas de MSR como Microscopia de Reconstruccion Optica
Estocastica (STORM) [4], Microscopia de localizacién fotoactivada (PALM) [15]
y Acumulacion de Puntos para Imagenes en Topografia a Escala Nanoscépica
(PAINT) [16] aprovechan la dinamica de la fotofisica de los fluoroforos expuestos
a través del tiempo, ya sea por transiciones de la fluorescencia a estados oscuros
o mediante la union transitoria de sondas fluorescentes a la estructura de estudio.
Un requisito obligatorio para las técnicas STORM y PALM, es la identificacion de
emisores locales que brillan aleatoriamente durante cortos periodos de tiempo. Los
puntos brillantes deben estar separados espacialmente, por lo tanto, la localizacién y
el ajuste gaussiano de cada molécula es un algoritmo muy simple bajo estas con-
diciones. La posicion del centro de cada molécula localizada se usa para construir
un mapa con mayor detalle espacial de aproximadamente 10-50 nm de resolucion.
La imagen reconstruida se obtiene procesando grandes secuencias de imagenes
(alrededor de 10000-60000 imagenes). Como resultado de eso, la resoluciéon tem-
poral a menudo se limita a los regimenes de segundos o minutos. Ademas, las
realizaciones experimentales exitosas a menudo requieren protocolos personalizados
para la preparacion de muestras, que incluyen el uso de fluoréforos con propiedades
fotofisicas susceptibles al parpadeo de los mismos.

En la dltima década, la MSR se ha desarrollado ain mas mediante la invencion
de métodos analiticos que revelan detalles nanoscopicos mediante el uso de proce-
dimientos puramente computacionales. El método Imagenologia de Fluctuacion de
Superresolucion (SOF'I, Superresolution Optical Fluctuation Imaging, por sus siglas
en inglés) explota las propiedades de parpadeo del fluoroforo, alcanzando regimenes
de superresolucion de 100-150 nm mediante el calculo de acumulados cruzados
espacio-temporales de orden superior de series de tiempo de pixeles de unos pocos
miles de imagenes [9]. El método parpadeo y foto-blanqueao bayesiano (3B, Baye-
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sian analysis of Blinking and Bleaching) crea un modelo nanoscopico de estructuras
por medio de estadisticas bayesianas [6—8]. La reconstruccidén de superresoluciéon
resultante se construye a partir del analisis de cientos de imagenes recopiladas en
una escena estatica o pseudoestatica. La informaciéon nanoscopica se recopila a
partir de un modelo de cadenas de Markov multifactorial que abarca las transiciones
fotofisicas experimentadas por los fluoréforos unidos a la estructura que se quiere
resolver. 3B proporciona informacion nanoscépica por debajo de 40 nm, sin embargo,
sus implementaciones actuales exigen grandes esfuerzos de calculo, debido a la
necesidad de comparaciones estadisticas recursivas realizadas entre datos modela-
dos y de origen, por lo tanto, las aplicaciones de 3B a menudo estan limitadas por la
disponibilidad de instalaciones especializadas en computacién estadistica.

La Fluctuacion Radial de Superresolucion (SRRF, Super-resolution radial fluc-
tuations, por sus siglas en inglés) [11] es una técnica analitica de SRM muy popular
en la actualidad que abarca un proceso de dos pasos. Estos pasos son el proce-
samiento de cada cuadro de la secuencia de imagenes, lo que se conoce como
analisis espacial y condensar el resultado del paso anterior en una imagen se le
conoce como analisis temporal [11]. La informacién local almacenada en el campo
de intensidad de fluorescencia proporciona una resolucion nanoscoépica. Su princi-
pio se basa en la teoria de mapas de radialidad [36] que en si misma proporciona
informacion nanoscépica, sin embargo, también es sensible a cambios abruptos en
el contraste local cuando el ruido es alto comparado con la sefal. Es por ello que los
autores de SRRF recomiendan que no sea utilizado para el analisis de imagen Unica
y sugieren que solo sea aplicado a secuencias de imagenes mediante el analisis
temporal. Como resultado de eso, SRRF abarca un analisis temporal destinado a
reducir los artefactos de analisis de imagenes y ganar mas resolucion debido a un
procesamiento estadistico de una secuencia corta de mapas de radialidad (alrede-
dor de 100 imagenes). Dependiendo del disefo experimental y la arquitectura de
hardware utilizada, SRRF ofrece 50-150 nm de resolucién axial.

La técnica Imagen de Super-resolucion basada en Entropia (ESI, Entropy-based
Super-resolution Imaging, por sus siglas en inglés) calcula la entropia local y cruzada
para estimar aun mas la probabilidad de emisores a lo largo de una secuencia
de imagenes [10]. ESI se caracteriza por ser eficaz en la eliminacion de ruido y
requiere cientos de cuadros para la reconstruccion MSR, sin embargo, la mejora
de resolucion lograda por ESI es escasa en comparacion con SRRF. El algoritmo
de clasificacion de senales multiples (MUSIC AL, MUIltiple Slignal Classification
ALgorithm, por sus siglas en inglés) mejora la resolucién mediante la descomposicién
de valores singulares en una secuencia de imagenes que dan como resultado
imagenes singulares y sus respectivos valores singulares [12,37]. Cada valor singular
caracteriza un patron particular en la secuencia temporal captada de la escena
de estudio. Se considera que la senal esta asociada con valores propios grandes,
mientras que el ruido y el fondo estan asociados con valores propios pequenos. Un
umbral predefinido divide el conjunto de imagenes propias en los espacios de rango
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(senal) y espacio nulo (ruido y fondo). La proyeccion de la funcion de dispersion
de puntos sobre estos espacios y su relacién es una funcion indicadora, donde los
valores grandes estan relacionados con la presencia de emisores de fluorescencia y
los valores pequenos con el ruido de fondo. MUSICAL ofrece resoluciones por debajo
de 50 nm mediante el andlisis de secuencia de imagenes, por lo tanto, es una técnica
de SRM adecuada para el estudio de organelos en imagenes de células vivas.

3.3. indices globales de resolucién

El coeficiente de resolucion de escala de Pearson (RSP) y el error de resoluciéon
de escala (RSFE) son parametros globales para medir la calidad de una reconstruc-
cion [38]. RSP es una adaptacion del coeficiente de correlacion de Pearson para
imagenes, y proporciona una medicion de calidad global comparando la imagen de
superresolucién y la imagen de referencia (por ejemplo promedio de la secuencia
de imgenes LD); su valor maximo ideal de 1 y un limite inferior de 0. RSE es el error
cuadratico medio calculado entre la reconstruccion MSR y la imagen de referencia;
mide las diferencias de intensidad de sus entradas, donde el caso ideal es RSE = 0.



Capitulo 4

Meétodo propuesto: Algoritmo MSSR

4.1. Modelo de MS en imagenes

La caracterizacion de la M S en imagenes es definida en términos de las propie-
dades de los pixeles: posicion e intensidad. Una imagen digital I es frecuentemente
representada como vectores d-dimensionales (color or intensidad) en un arreglo
m-dimensional (coordenadas o posicion). La vecindad rango-espacial es una he-
rramienta muy favorable para computar simultaneamente los valores de un nudcleo
de densidad mediante la posicion y la intensidad de los pixeles. Teniendo esto en
cuenta, es conveniente representar los pixeles mediante componentes en la forma
p = [z,y(z)], donde x representa la componente de coordenadas y y(z) representa
la componente de intensidad en z. Por tanto, la imagen I va a estar representada por
I ={p,}" ., donde M es el nimero de pixeles.

n=1’

Sea py = [z, y(zo)] un pixel dado, h = (hs, h,) el pardmetro rango-espacial (un
parametro escalar por cada componente: espacial i, y h, rango). La vecindad rango-
espacial By (po) esta determinada por p, y h. El perfil rango-espacial k en p, va estar
dado por el producto de los perfiles espacial y de rango mediante el uso del perfil k
gue es comun para ambos (ver seccion 2.3). Esto puede ser justificado ya que las
componentes espacial y de rango son independientes una de la otra. Las siguientes
ecuaciones definen la vecindad de rango espacial, el perfil y la funcién de densidad
de probabilidad en py, respectivamente:

By(po) ={p=[z,9] : 0 < |lzo — 2| < hs, 0 < |ly(zo) —yl < hr}, (4.1)
To — T, 2 y(To) — Yn 2 .
kh(p07pn) = ks : kr = k h : k h— y Pn € Bh(p0)7 (42)
-~ 1
F(00) = g > kn(po,pa)- (4.3)
Pn€VY (Po)

35
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De la ecuacién 4.2 se puede deducir el perfil que se usara para calcular el vector
M S sobre un espacio de rango espacial. Se necesita definir una funcion que se
encuentre en la direccion del gradiente de ambos espacios, circunscrita por A, y h.,
simultdneamente. Hay que tener en cuenta que, el perfil k depende implicitamente
de los componentes espacial y de rango, pero los perfiles k, y k. son independientes
en relaciéon a sus argumentos, como se muestra en la ecuacion 4.4:

k(tSa tr) = ks(ts) ’ kr(tr)' (44)

Las derivadas parciales de k respecto a ¢, y t, estan dadas por las siguientes
expresiones:

ok ok
:_kr'k/:_kr's
o, s TS

donde ¢, = k. and g, = k... En ambas ecuaciones, el primer factor es una constante
negativa con respecto a la variable de derivacién. Definiendo

=k, k.= ks g,

la condicion dada en la ecuacién 2.15 (capitulo 3, seccién 2.3.1) es satisfecha por g
para ambas componentes g, y g,. El resultado de la ecuacion 4.5 nos lleva de forma
directa a la siguiente definicion:

Proposicion 1. Sean g, y g. dos perfiles con sus respectivos perfiles sombra k, and
k.. Entonces k = k, - k, es un perfil sombra de g = g, - g..

La generalizacion de la definicién anterior a un producto de n perfiles es directa,
siempre que los perfiles sean funciones de argumentos independientes.

Mirando hacia atras en la notacion utilizada en la ecuacién 4.2, nos lleva a que la
ecuacion 4.5 puede ser escrita como:
2
g9

Por tanto, el vector M .S en el dominio rango-espacial es formulada como:

Ty — Tp

hs

Y(20) — Yn
hy

2
gh(Po,Pn) =Gs-9r =g ( ) , Pn € By(po).  (4.6)

> 8n(Po, Pn)Un
) - y(xg) (4.7)

MSh(pO) - nzgh(po p

Notar que M Sy(po) SOlo se utiliza para calcular la intensidad en p, en el rango
espacial, el cual alberga la intensidad de la fluorescencia en las coordenadas de p.
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El primer término en la formula 4.7 sera denotado por SMy,, se refiere a la media
muestral (media local ponderada) en el dominio rango-espacial:

> 8n(Po: Pn)Yn
SMi(po) =

Zgh(p07pn) n
donde

o gh (1o, Pn)
D SFN TS (49)

son coeficientes asociados a cada y,. Notar que, independientemente del tamano
de k,, todos los q,, se encuentran en el intervalo (0,1] y > q, = 1. Por esta razén

SM(po) €s una combinacion lineal convexa de todos ¥, € By, y en consecuencia
SMh(po) € Bh.

En caso de que el parametro h haya sido predefinido por condiciones fisicas (como
el caso del microscopio, (vea capitulo 3, seccion 3.1 para un un mejor entendimiento),
el subindice h se elimina. La notacion para aplicar MS en cada pixel de la imagen
MS(I) se indica como MS(I). De forma similar, se empleara la expresion SM(/)
para la media muestral. Las siguientes expresiones son todas equivalentes:

MS(I) =SM(I) = I = duyn — 1.

En esta seccion, se ha presentado MS desde el punto de vista de una imagen
digital. En la proxima seccion, se muestra un teorema y su corolario sobre la localiza-
cién del maximo de la distribucién gaussiana usando MS en presencia de un emisor
descrito por una distribucién gaussiana.

4.2. Mimimo de la Media Desplazada. Teorema

En esta seccion, el siguiente teorema a continuacioén es una demostracion de la
correspondencia del punto de maximo de una funcién gaussiana d-dimensional con
el punto de minimo de su resultado al aplicarle la M S. El punto de valor maximo
representa el centro de emisores y los valores gaussianos simulan las intensidades.
El caso de microscopia que abarca esta investigacion se limita a imagenes bidi-
mensionales (el caso tridimensional sera abordado en investigaciones futuras). Las
aplicaciones de la teoria que sera expuesta, va mas alla del campo de la microscopia,
siendo aplicable a cualquier campo de la ciencia que utilice sistemas Opticos que se
vean afectados por la difraccién, como por ejemplo, la astronomia.



38 CAPITULO 4. METODO PROPUESTO: ALGORITMO MSSR

Teorema 1. Sea G una distribucion gaussiana y p, el punto de valor maximo, entonces
MS(po) es un minimo local.

Demostracion. La idea general de esta demostracion se divide en dos pasos. El
primer paso consiste en mostrar que p, €s un punto estacionario mostrando que el
gradiente de M S es siempre un vector nulo. Finalmente, se demuestra que la matriz
de hessiana de M S en p, es definida positiva.

Sin pérdida de generalidad, se asume que G tiene media 0, varianza o en un
espacio de d-dimensional y el punto de valor maximo se encuentra en el origen de
coordenadas z,. Una representacion digital de G viene dada por p = [z, y(z)], donde

1 z? 1 & a2
— f— 512172 751—10-72
l’—(l‘l,"’,l'd)yy— - € - .

Dada la vecindad B’ (py), los elementos de esta regidn estan distribuidos simétri-
camente alrededor de pg y estan representados por:

Pz, = [l'na yn] - [1'0 + AZL‘n, y(% + A(L’n)],

y
Ayn = y(x0) — Y(Tn) = Yo — Y
donde Az, es el desplazamiento de la [-ésima coordenada de z. La expresion para
la funcién gaussiana en el punto p,, para la [-ésima coordenada esta dada por
-1 Z (ZZ+AInl)
Yn = €

El gradiente de M S esta dado por:

oM S oM S oM S
VMS =
<8ZE1’ ’ 8xl’ 781'[1)
d (2 Aznp,) d 2
OMS Oy, _wil:vl—l—Axnl %Zﬁ%x
oy =2 a_a;l_a_xl ane ) T2 ¢ T w

donde [ es el indice a lo largo de cada componente espacial y d es el numero total
de componentes espaciales.

La evaluacion de VMS en p, es equivalente a asignar =z = 0 en cada componente,
y debido a la paridad de y, los Az, se distribuyen simétricamente en B (p,). Por
tanto

OMS -

o2 Axy,
(o) = =2 ane = 7t
8xl n g
1 d (Axnl)z 1 d (A‘/L"/n,l)2 (4'10)
T2 Z o2 A$nl 2 Z o2 Ax!
= - Z qnre =t =) + Z qnre =1 2
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De esta forma, por cada z,, existe un elemento simétrico «/, tal que

Az, + Az, = 0 and Ay, = Ay,/. (4.11)

Ademas, notar que q, (definida en la ecuacién 4.9 en la seccidn anterior) solo
depende de Ay, y dada su simetria, satisfacen

An(AYn) = dn(Ayn?). (4.12)

La figura 4.1 muestra el caso bidimensional de la relacion de dos puntos z,, y z/,
distribuidos simétricamente dentro de una vecindad de centro z;.

Vecindad espacial

Xn = Xo + Ax
X, = xg + Ax’
Ax = (Ax1, Axp)

Ax' = (Ax], Ax})

Ax;+Ax; =0

Axy+Axh, =0

Figura 4.1: Distribucidn espacial de puntos simétricos que se cancelan entre si por
adicién en la vecindad espacial de centro z,. El punto rojo en z, es el centro de
la vecindad, los puntos azules en z,, y z/, se distribuyen espacialmente de forma
simétrica respecto a z,. Az, y Az! son las distancias de z,, y z/, a partir de x
respectivamente. Notar que la suma de los desplazamientos es cero: Az + Az} =0,

Consecuentemente, debido a la propiedad de simetria, se llega al siguiente
resultado:

d 2
8MS _% > 2 AZL’ —% > 2
= — =1 ° ™ = °
3y (P0) Az: qn |€ =+ AE: qne
Ty Ty

Esto es valido para todas las componentes de M S, por lo que VM .S = 0. Por
tanto, p, es un punto estacionario de M S.
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Ahora se prueba que py €s un minimo de M S,.
La matriz hessiana de M S esta dada por la siguiente expresion:

H(MS) = {8%83:-
UL

donde, los elementos fuera de la diagonal de la matriz de hessiana estan dados por:

T 2
9*’MS -3 Zdi W T, + Ay, Ty + Ay,
= E qne =1 — — .
8xi8xj i#j ” 0'2 0'2

Evaluando la ecuacion anterior en py, se obtiene que:

2
82]\/[5' —%Z 2 AnA n;
( ) (po)=ane = #
i#]

82MS]
ijTd

(33:1-81’]-

Una vez mas, dada la simetria de B (po) para cada Az, y Az, existen Ax), y
Aa:;j tal que Az, Az, + A:cjuA:c;j = 0 (ver figura 4.2). Por tanto,

—2 — Azn, j -
(gx?gfj)#j(m = X we B D DR —

1 d (zn; +Azn,; )2

2 1 & @y tian)? 2 2 1 & @n _
8MS:ane 2 X o (@, + Axy,)  — 0 22 o T 07 (4.14)

0x? ot o

K n

Evaluando p, en la ecuacion 4.14, se obtiene:

d (Azn )2
82M8h -3 ( Ul Axy. )2—02
: T e 2 (4.15)
— E an e 2 = o2 (A{L‘nl)Q —0 _'_ 1

Dado que los valores de q,, son siempre positivos, la fraccion % también es

(Amnl)2
2= >0y 0 < |Az,,| <o locual

d
positiva. Por otro lado, tenga en cuenta que >
=1

g

implica que:

1 (Axnl)2 2 2
-5 20 Az, ) — 0o
O<€21:1 o2 <1 y _1<%

o
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Vecindad espacial

Xnp = X9+ Ax

xh = xo + Ax'

Ax = (Axy, Axy)
Ax" = (Ax], Ax))

Ax1Ax, + Ax{Axh =0

Figura 4.2: Distribucidn espacial de puntos simétricos que se cancelan entre si por
las operaciones de producto y adicion alrededor del centro de una vecindad espacial.
El punto rojo en z, es el centro de la vecindad, los puntos azules en z,, y 2/, se
distribuyen espacialmente de forma simétrica respecto a zy. Az, y Az, son las
distancias de z,, y x/, a partir de =, respectivamente. Notar que la suma del producto
de las distancias por coordenadas es cero: Ax; Azl + Az Axy = 0.

Por lo tanto, la expresion

(Awn))?
_%121 -7 (Axm-)Q_UQ
e 2i= i) 7
72

pertenece a intervalo abierto (0, 1) y el término entre paréntesis en la ecuacion 4.15
es siempre positivo:

(Azp;)? 2 9
Ta o (ATn) 07 +1>0.
0—2

e

La matriz hessiana toma la forma:

a ... 0
H(MS(po)) = | i . i,
0o ... aq

donde a; = 32%5 (po)- Notar que solo los elementos en la diagonal son positivos, por
otro lado, los elementos restantes son 0. Los menores principales de H (M S(po)) son

l
my =[] as >0y H(MS(po)) es definida positiva. La demostracion esta completa. [
s=1
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4.3. Fundamentos de MSSR

MSSR (Mean Shift Super-Resolution, leer como “messer”) se basa en la teoria
de la M S para reducir el efecto causado por difraccion y no se centra en localizar los
centros de los emisores. En este sentido, M SSR difiere de la concepcidn iterativa
clasica de la teoria de la M S para encontrar las modas (centros emisores) mediante
el calculo sucesivo de la media muestral. El algoritmo propuesto se basa en calcular
explicitamente el valor de M S.

El algoritmo M SSR esta respaldado por un analisis espacial que da como resul-
tado una imagen M SSR de super-resolucién y un analisis temporal que integra toda
la informacion a partir de una secuencia de imagenes M .SSR de super-resolucion.
La combinacion apropiada de ambos analisis puede revelar detalles nanoscépicos
en imagenes limitadas por difraccion. La figura 4.3 muestra el diagrama de flujo del
algoritmo M SSR, cada uno de los pasos se expondran en las siguientes secciones.

imagen LD secuencia de
g imagenes LD

Analisis Espacial

calcular MSSR de orden cero

calcular MSSR de orden superior

l

Analisis Temporal

funcién temporal (PTF)

\ /
(imagen de super—resolucién)

Figura 4.3: Diagrama de flujo del algoritmo MSSR. Tanto la imagen LD como la
secuencia LD, requieren un analisis espacial, con el cual se calcula MSSR de un
orden dado. El analisis temporal solo se aplica a secuencias de imagenes.
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4.3.1. Analisis espacial

El analisis de M SSR de un solo cuadro puede ser dividido en dos etapas principa-
les: orden 0 (M SSRP) y érdenes superiores (M SSR™, n > 0). Cada etapa contribuye
a mejorar la resolucién de la imagen. A continuacion se hace una descripcion detalla-
da de cada etapa.

MSSR de orden zero

Dada una imagen I, se calcula M S con parametro rango-espacial h = (hs, h;)
y perfil g. El nlcleo se desliza a lo largo de la imagen calculando SM, restandolo
con el valor del centro de la vecindad, como se muestra en la figura 4.4 para el caso
de una PSF gaussiana. La comparacion de M SSR para diferentes valores de h, y
hs aplicados a una distribucién gaussiana sugiere el uso de un parametro de rango
adaptativo (figura 4.5 a-b). Tenga en cuenta que para h, fijos y h variables, no hay
casi diferencias en los resultados de M SS resultantes (figura 4.5 a). Por otro lado,
al fijar h, y variar h,, se genera artefactos en la cola del resultado M SSR (figura
4.5 b). Por esta razon, el ancho de banda del rango h, se adapta a cada vecindario
del rango tomando la diferencia méaxima entre su centro y sus vecinos (figura 4.5c).
En este sentido, el uso de un nucleo uniforme causara el efecto en 4.5 y un nucleo
gaussiano es adecuado para lograr la distincion entre los resultados de M .SSR como
se muestra en la figura 4.5c. La selecion de h, se baso en el hecho de que, en la
distribucion de Bessel, las mayores intensidades se concentran en el disco central.
Al ajustar una distribucion gaussiana a la distribucion de Bessel, el primer minimo
es aproximadamente 2.5 veces la desviacion estandar (2,50). Por esta razén, el
pardmetro espacial i, esta predefinido por PSF, equivalente a 1., como se muestra
en la figura 4.5.

Como fue descrito en el capitulo 2, seccion 2.3, el vector M S apunta hacia el
punto de maxima densidad local. De esta manera, la magnitud o longitud del vector
M S es mayor en los puntos de minima densidad local que en los puntos de maxima
densidad local. Para emisores aislados, el punto de densidad maxima local coincide
con el punto de minimo M S, a su vez, se crea un punto de ensilladura para la M S.
Los puntos de densidad minima local de M S cortan la curva M S en tres regiones. La
region central comprendida entre los puntos azules, contiene la posicion del fluoréforo
centrada en el punto de maxima densidad local, marcado con color rojo (figura 4.6).
Mas aun, esta region se caracteriza por que los valores de la M.S son siempre
negativos, lo que confirma que siempre va ha haber un punto de maxima densidad
local en su centro. Por otro lado, las dos regiones de la M S asociadas a las colas
de la distribucion gaussiana (regiones no comprendidas entre los puntos azules)
siempre tienen valores positivos. Curiosamente, para puntos ubicados en las colas
de la distribucién gaussiana y que estén muy alejados del centro, el valor de la M S
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Gaussiana == |ntervalo ® SM Centro de vecindad
1r 1r
Gauss=1 Gauss=0.923
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Figura 4.4: Diferentes valores de SM, de acuerdo con diferentes ubicaciones de
la vecindad de radio 20 en una distribucion gaussiana. La linea roja, la linea azul
gruesa, el punto negro y la linea negra corresponden a la distribucién gaussiana, el
intervalo gaussiano, la media muestral (SM) del intervalo y el centro del intervalo,
respectivamente. En todos los graficos, la linea negra se intercepta con SMy la curva
gaussiana. En el grafico superior izquierdo, el intervalo es simétrico y centrado en
cero, la media muestral asociada a esta region esta debajo de la curva. Un caso
similar se muestra en el grafico superior derecho, donde el centro del intervalo se ha
desplazado ligeramente hacia la derecha y la media de la muestra estad mas cerca
que en el grafico anterior. El grafico inferior izquierdo muestra el intervalo centrado en
o y la media de la muestra coincide con la curva. El grafico inferior derecho muestra
el centro del intervalo en 30 (un punto ubicado mas alla de o), tenga en cuenta que
la media de la muestra esta por encima de la curva.

es practicamente cero, lo cual se interpreta como que estas regiones presentan alta
densidad local, pero sus intensidades son en la distribucién gaussiana son cercanas
a zero.

Cuanto mas negativo sea el valor de M .S, mayor sera la probabilidad de presencia
de fluor6foros, mientras que los valores positivos de A S indican su ausencia. Por esta
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Figura 4.5: Comportamiento de M SSR con la variacion de h,., h,, h, adaptativo.
a) Comparacién de una distribucién gaussiana y M SSR usando un A, fijo igual a
la intensidad maxima de la distribucién y variando h,, en este caso las distintas
distribuciones de M SSR son practicamente indistinguibles. b) Comparacion de una
distribucion gaussiana y M SSR usando un h; fijo igual a la intensidad maxima de la
distribucién y variando h,. Los valores mas bajos de i, generan artefactos en la cola
de la distribucién M SSR. ¢) Comparacion de una distribucién gaussianay MSSR
utilizando un h, adaptativo. d) Seleccion de h, = 2,50 con el fin de utilizar la mayoria
de las intensidades de la regidn central y evitar intensidades consideradas como
ruido en la cola de la distribucién de Bessel.

razén, se toma el valor negativo de M S para reducir el efecto del PSF', obteniendo
asi una imagen en que las intensidades mas brillantes se concentran hacia el centro
de los fluoré6foros.

La siguiente expresion es el negativo de M S:
MSSR(I) = —MS(I).

A los valores negativos de M SSR se les reasigna el valor cero y la imagen resultante
se normaliza al valor maximo de la imagen original 7. Este paso se denomina M SSR
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Figura 4.6: Puntos principales de la distribucion gaussiana y su correspondiente
resultado M S. En el grafico superior, el punto rojo es al mismo tiempo, el punto
de intensidad maxima y el punto de densidad local maxima para la distribucién
gaussiana. En el grafico inferior, el punto rojo es un punto local minimo para M S. Por
otro lado, los puntos azules marcan donde M S es igual a cero en ¢ que coinciden
con los puntos de inflexion gaussianos.

de orden cero y se denota como M SSR°. Dado que M SSR es el negativo de M S,
una consecuencia directa del teorema 1 es el siguiente corolario:

Corolario 1. Sean G una distribucion gaussiana y p, el punto de valor maximo de G,
entonces M SSR(py) es un maximo local.

Este corolario es un resultado importante para las aplicaciones que se realizen
con MSSR, ya que nos dice que los fluoréforos se pueden localizar con alta precision
por M SSR. La figura 4.7 muestra cdmo una distribucién gaussiana es afectada for la
MS'y su correspondiente resultado de M SSRC.

Resultados comparativos de M SSR aplicados sobre una distribucion Gaussiana
y de Bessel se presentan en la figura 4.8. M .SSR reduce el radio de una distribucion
gaussiana aproximadamente a la mitad. La distribucion de Bessel se ve afectada de
manera similar, para la cual M SSR reduce el radio del disco central. Ademas, los
anillos concéntricos de la distribucion de Bessel se reducen en ancho e intensidad,
y cOmo consecuencia, ya no se pueden distinguir. Por esta razon, los emisores
cercanos no se veran afectados por la presencia de anillos del patrdn de difraccion.
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Figura 4.7: La M S se aplica a la distribucion de fluorescencia inicial (izquierda), en
este caso, distribucion gaussiana, dando como resultado un grafico de M S (cen-
tro). La aplicacién de mas transformaciones algebraicas proporciona la distribucién
MSSR (derecha).
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Figura 4.8: M SSR aplicado a distribuciones de Gauss y Bessel. Primera fila: haz
gaussiano y su resultado M SSR correspondiente. Segunda fila: haz de Bessel y
su correspondiente resultado M SSR. Por columna de izquierda a derecha: tipo de
haz de luz, resultado M SSR y superposicion de las imagenes anteriores. Todas las
imagenes se han ajustado al mismo nivel de gris al 0.4 % de la intensidad maxima,
para mostrar los anillos de Bessel.

Los limites de Rayleigh y Sparrow son dos criterios que establecen limites de
resolucién para dos fuentes de puntos relativamente cercanos. El concepto de dip y
ambos limites de resolucion seran usados para caracterizar la capacidad de M SSR,
para distinguir entre dos emisores ubicados a una distancia dada. Cuando dos
emisores estan ubicados cercanos al limite de difraccién, la densidad alrededor del
punto medio entre ellos es muy alta, especialmente para el limite de Sparrow (figura
4.9a). Las figuras 4.9a y 4.9b muestran que tanto en los limites de Sparrow como
de Rayleigh, el M SSR° resultante presenta un valle en el medio de la ubicacién
de los emisores, es decir, la intensidad del punto medio entre ellos disminuye y
se establece un nuevo limite de resolucion. La caida de MSR° casi desaparece
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cuando los emisores se ubican dentro del criterio de Rayleigh, convirtiéndose en
solo alrededor del 15 % de la altura maxima. Cuando los emisores estan ubicados
dentro del limite de Sparrow, la caida de M SSR° es aproximadamente el 70 % de la
intensidad maxima, lo que demuestra que M .SSR° resuelve emisores cercanos que
de otro modo no se distinguirian.

Criterio de Sparrow Criterio de Rayliegh
/’_R = Suma de Gaussianas

— Dip

e MSSR®

® Posicion del Emisor

b 1 =
— Suma de Gaussianas
08 = MSSR?
- == Criterio de Sparrow
o 0.6 « Criterio de Rayleigh
=
04 F
0.2 F
0
0 40 60 80

Distancia entre emisores (0)

Figura 4.9: Limites de Sparrow y Rayleigh (azul, distribucion DL) y la correspondien-
te transformacion M SSR® (marrén) para dos fuentes puntuales. Los puntos rojos
representan la ubicacién de cada emisor. El dip esta indicado por una linea negra
vertical. b) Valor de dip calculado para dos emisores gaussianos ubicados a distintas
distancias en funcion de o (trazo azul) donde también se representa el resultado
correspondiente a M SSRY (trazo rojo). Los limites de Rayleigh y Sparrow estan
marcados por lineas de puntos largos y cortos, respectivamente.

La figura 4.10a muestra un emisor simulado con una distribucion de Bessel
usando una longitud de onda de 488 nm y el resultado correspondiente de M SSR°
se muestra en la Fig. Complementaria 4.10b. En ambos graficos, se ajusta una
distribucion gaussiana para obtener la distribucion estandar respectiva. La figura
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4.10c muestra la dependencia lineal de ¢ y cada distribucion modelada para diferentes
longitudes de onda del espectro visible.

a —— Nornalized Bessel distribution = = Gaussian fitted b —— Normalized MSSR? = = Gaussian fitted
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Figura 4.10: Desviacion estandar de la distribucidén gaussiana ajustada a la distribu-
cion de Bessel y su resultado correspondiente de M .S SR para diferentes valores de
longitud de onda. a) Gaussiana ajustada (linea azul discontinua) a la distribucion de
Bessel (linea negra continua) del emisor simulado con una longitud de onda de 488
nm. b) Gaussiana ajustada (linea roja discontinua) a M SSR° (linea negra continua)
de la distribucidon de Bessel obtenida en a). ¢) Grafico de la desviacion estandar de
la distribucién gaussiana (o) ajustada a la distribucién de Bessel (linea azul) y el
resultado correspondiente de M SSRC (linea roja).

MSSR de 6rdenes superiores

El segundo paso de M SSR abarca una secuencia de operaciones iterativas
gue aumenta la resoluciéon de la imagen. Este procedimiento se denomina MSSR
de 6rdenes superiores denotado por MSSR™ con n > 0. Los MSSR de érdenes
superiores proporcionan una ganancia adicional de resolucion por cada paso de
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iteracion. El poder de M SSR para resolver estructuras aumenta con cada orden n o
iteracion de M SSR, al disminuir el ancho a la mitad de la altura maxima (FW HM,
full width at half maxima, por sus siglas en inglés) de los emisores.

Dado que el FW H M del emisor se ha reducido de la imagen original I a M SSR,
se calcula la diferencia entre I y M SSR. El resultado de esta diferencia produce un
punto de ensilladura en el centro del emisor, este paso es denotado por Diff. A
continuacién, se calcula y normaliza el complemento de Dif f. Tenga en cuenta que
las intensidades fuera del intervalo [—o, o] son diferentes de cero, para situaciones
no ideales puede provocar artefactos. Por esta razén, se requiere una ponderacion
de intensidad con la imagen M SSR para eliminar los artefactos indeseables. La
secuencia de pasos anteriores, se repite de forma iterativa. La figura 4.11 muestra
una representacion grafica de todo el procedimiento.
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1
b 10t €
0
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0.5
-5
0
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-40-30-20-0 0 o0 203040
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Figura 4.11: Representacion grafica del calculo de M SSR™ de una distribucion
gaussiana. a) Pasos del procedimiento M SSR: pasos analiticos necesarios para
MSSR de orden cero (a-e) y para 6rdenes superiores (f-i). La M S se aplica a la
distribucion de fluorescencia inicial (a) dando como resultado un grafico MS (b). El
negativo de M S se calcula para establecer el minimo de MS en un maximo (c). Los
valores negativos se establecen en cero (d). Los valores son normalizados en (e).
La diferencia entre la imagen de entrada y M SSR crea un valle ubicado entre los
puntos maximos en +o (f). Se calcula el complemento (g) y la ponderacién de la
intensidad con el resultado de M SSR° (h). Normalizaciéon dando el M/ SSR del orden
1 (MSSRY) (i).
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La figura 4.12a muestra un diagrama del proceso para un emisor bidimensional. El
FW H M de una distribucion gaussiana disminuye a medida que aumenta el nimero
de iteraciones de M SSR, (figura 4.12b-c). En la practica, debido a que los emisores
se degradan con cada iteracion, el orden se establece en el rango de 0 hasta 3.

Gaussiana MSSR® Diff 1 MSSR?
1
MSSR? MSSR! Diff 2 MSSR?
<
o
u 2
1S
o
MSSR"2 MSSR"™1 Diff n MSSR"
n

\

Figura 4.12: Representacion del calculo de M SSR para 6rdenes superiores aplicado
a un emisor simulado mediante una distribucion gaussiana. La primera iteracion de
MSSR (MSSR') se obtiene restando el M SSR° de la imagen original, lo que da
como resultado una region similar a una dona centrada en la posicién del emisor. El
MSSR! se calcula después de aplicar determinadas transformaciones algebraicas
(consultar la figura 4.11 para obtener una descripcién mas detallada de los pasos en el
célculo del proceso de M SSR™). La segunda iteracion abarca la resta de M SSR! de
MSSR®y las mismas transformaciones algebraicas que se usaron para la generacion
de MSSR!. El proceso se repite actualizando imagenes MSSR consecutivas que
generan imagenes M SSR de érdenes superiores.

M S SR puede distinguir dos emisores separados a 20, en este caso, los emisores
satisfacen el criterio de Sparrow (emisores completamente no resueltos) donde el dip
es el valor maximo de la distribucién y no hay punto de ensilladura entre los emisores
(figura 4.9a). Dado que la densidad alrededor del punto medio entre los emisores es
muy alta, el valor de M S seria mayor que los pixeles pertenecientes a una vecindad
centrada en este punto. Por esta razén, el M SSR resultante presentaria un valle
en el medio de la ubicacion de los emisores. Midiendo el dip a diferentes 6rdenes
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y distancias de emisores, se calculé que el limite de resolucion tedrica de M SSR
es 1.6 0 de la PSF (figura 4.13). Se concluye que, dos emisores separados a una
distancia mayor a 1.6 o, siempre se pueden distinguir usando el algoritmo MSSR
con solo el procesamiento de una imagen.

1 1.50 1l.60
Limite teérico MSSR® nu
. de MSSR —3» :
resolucién (1.60) : MSSR? uu
06 k = Dijstancia 1.50 1
' == Distancia 1.60 i
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|
04F % I
] | = MSSR3
s |
02 |k I
|
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0 (| ¥ M | 1 i i 4

0 0.50 0.50 o 20 2.50 30 3.50 40
Distancia entre emisores (o)

Figura 4.13: Limite tedrico de resolucion alcanzable por M SSR". Dip calculado para
dos emisores gaussianos en funcidon de la distancia entre los emisores (expresada
como factor de la desviacion estandar o). Las lineas de colores representan la caida
del orden M SSR, de 0 a 3, calculada a una distancia ¢ dada entre emisores. Las
imagenes de la derecha son la representacion bidimensional del procesamiento
MSSR"™, para dos emisores individuales separados a distancias de 1.5¢0 y 1.60.
Tenga en cuenta que, para 1.50, los emisores no estan resueltos hasta el tercer
orden de M SSR.

4.3.2. Analisis Temporal

Las consideraciones tedricas presentadas hasta las secciones anteriores, se
aplican al aumento de resolucion logrado a través del poder analitico de MSSR
sobre una sola imagen de fluorescencia. Se puede aplicar un analisis temporal,
cuando se tiene una secuencia de imagenes LD, para obtener una mayor ganancia
de resolucion. El calculo de M SSR a una secuencia temporal de imagenes limitadas
por difraccidén I de M cuadros recopilados en una escena estatica o pseudoestatica,
genera una secuencia temporal de M imagenes de super-resolucion, lo cual se
denota por M SSR(I). Este paso consiste en aplicar una funcion temporal por pixeles
(PTF) alo largo de toda la secuencia de imagenes M SSR, que se pueden aplicar
para crear imagenes superresueltas con mayor resolucién espacial y menor ruido del
detector (figura 4.14).
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Figura 4.14: El analisis de un solo cuadro de M SSR de un orden n dado se aplica a
cada cuadro de una secuencia, convirtiéendose en una secuencia sf — MSSR". A
continuacion, una funcion temporal (PTF) convierte la secuencia de MSSR en una
Unica imagen ¢t — M SSR" de super-resolucion.

Cada PT'F tiene una ventaja sobre las otras dependiendo de la dinamica de
fluorescencia de la secuencia de imagenes a procesar. La seleccién de PT F depende
de la caracteristica de los emisores parpadeantes a lo largo de la secuencia (tabla 4.1).
Por ejemplo, Var es util para revelar detalles a nanoescala si existe una alta entropia
temporal de pixeles, como los escenarios experimentales con altas fluctuaciones de
fluorescencia. Mean PTF es mas adecuado para escenarios experimentales con
baja dinamica temporal nanoscépica, o para escenarios con baja relacion senal-ruido.
Se recomienda utilizar la operacion Var cuando la fluctuacion de la sefal es alta, es
decir, cuando la senal proporcionada por los fluoréforos pasa facilmente al estado
triplete. Por otro lado, la operacion Mean funciona bien cuando la intensidad de la
fluctuacion es menor. TP M se puede utilizar en un escenario experimental intermedio
de fluorescencia parpadeando entre Var y Mean. CV se caracteriza por tener en
cuenta tanto el parpadeo de entropia como la intensidad de los emisores, esta ultima
caracteristica no se considera con Var. Finalmente, las funciones temporales de
SOFI se caracterizan por 6rdenes auto-acumulados de 2 a 4 [9], resolviendo las
estructuras pero perdiendo continuidad en muestras de moléculas de baja densidad,
por esta razén, se sugiere su Uso en secuencias de imagenes con alta densidad
de moléculas, especialmente para los 6rdenes SOF I3 y SOF1,. Dependiendo de la
entropia temporal del conjunto de datos y del PT'F utilizado, se puede lograr una
mejora de la resolucion de aproximadamente 0.5¢.

Para distinguir el procesamiento de imagenes LD individuales del procesamiento
temporal aplicado a la misma secuencia, se ha establecido la siguiente notacién:

m sf — MSSR": andlisis espacial de M SSR de cuadros individuales,

» t — MSSR": analisis temporal de M SSR de secuencia de cuadros,

donde sf y t son las iniciales de single frame y temporal respectivamente.
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PTF | Nombre Formula Uso Recomendado
Mean | Promedio 1 & o POCO, parpadeo de

Wi T =T fluoréforos
=1
Producto Medio M Parpadeo moderado
reM Temporal B> () de fluoréforos
=1
. [ Gran parpadeo de
1
Var Varianza = (z; — T)? fluoréforos
=1
oV Cogflqlfante de Var/Mean Gran, parpadeo de
Variacién fluoroforos
Acumulado de Gran parpadeo de
SOFL | grden 2 [9] (0; - 0zi1) fluoréforos
Acumulado de Gran parpadeo de
SOFIy | 6rden 3 [9] (0i - 02i1 - OTita) fluoréforos
<51‘¢ 0Tjq1 - OTiqp - 5$z‘+3>
5oy, | Acumulado de | — (0z; - 6i41)(0Titr2 - 0Tiv3) | Gran parpadeo de
4| 6rden 4 [9] — (0x; - 0i42)(0iv1 - Oiv3) | fluordforos
- <5IB¢ : 5$i+3><5$i+1 : (51’i+2>

M: nimero de cuadros de M SSR(I),
xr:imagen M SSR en el cuadro k,
(...): promedio a lo largo del tiempo,

dz, =z, — (x): intervalo de fluctuacion para k cuadros.

Tabla 4.1: Funciones temporales de M SSR y sus usos recomendados.




Capitulo 5

Resultados Experimentales

En el presente capitulo se presentan los resultados del algoritmo propuesto
aplicado a una gran gama de experimentos de microscopia de fluorescencia. En
los cuales, ademas se demuestra que M SSR va mas alla de la microscopia de
super-resolucion.

5.1. MSSR y el procesamiento de una sola de imagen

5.1.1. MSSR supera el limite de difraccion de la luz

La teoria indica que MSSR puede resaltar detalles nanoscopicos dentro de
una sola imagen de fluorescencia. Para probar empiricamente esta hipétesis, una
nanoregla comercial (GATTA-SIM140B, fluoréforo Alexa Fluor 488, figura 5.1 columna
1) fue resuelta mediante microscopia SIM y MSSR utilizando el procesamiento de
un solo cuadro. Tanto STM como M SSR generan imagenes nanoscopicas de las
reglas GATTA-SIM140B con fluoréforos separados a 140 nm (figura 5.1 - columnas
2-5). Este resultado confirma que M SSR puede proporcionar empiricamente un
aumento de resolucion cerca del limite tedrico esperado para un analisis de un solo
cuadro.

55
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Nanoregla GATTA-SIM 140 nm (Imagen DL +MSSR")

Imagen LD sf-MSSR° sf-MSSR? sf-MSSR?2 sf-MSSR3 SIM

(Control Positivo)
Figura 5.1: Demostracion experimental del aumento de resolucién alcanzable con
MSSR de 6rdenes superiores, utilizando el sistema nanoruler GATTA-SIM 140B. La
distribucion de dispersion de los emisores se reduce en las regiones cercanas a
sus centros, a medida que aumenta el orden de M SSR. Dos emisores cercanos
ubicados a 140 nm de distancia, son resueltos usando M SSR', MSSR*y MSSR?

(lado derecho). Las imagenes SIM recopiladas de la misma escena se muestran
como un control positivo. Barra de escala: 100 nm.

5.1.2. MSSR aumenta aun mas la resolucion de imagenes ya
procesadas por otros algoritmos MSR

MSSR es compatible con otros métodos SRM y puede mejorar la calidad y el
detalle nanoscépico de cualquier imagen de super-resolucion. Esto se debe a la
propiedad de M SSR de operar con una sola imagen.

La compatibilidad de MSSR con ESI, SRRF y MUSICAL se evalu6 mediante el
analisis de una secuencia de 500 imagenes de microtlbulos marcados con tubulina
con alta densidad de fluoroforos, previamente utilizados para probar y comparar una
variedad de algoritmos SRM ' [12,39]. La figura 5.2 muestra ejemplos de un aumento
evidente en el contraste y la resolucion proporcionados por MSSR® después de
preprocesar el conjunto de datos con ESI, SRRF o MUSICAL. En el panel a) de la
figura, se muestra la imagen promedio de la secuencia empleda, en el panel inferior b)
se presentan los resultados de cada algoritmo y al lado su correspondiente resultado
con MSSRP. La seleccion de M SSR° se adapta de acuerdo con la relacion sefal-
ruido (SN R) del conjunto de datos; una SN R mas alta permite el uso de érdenes
superiores de M SSR. En cualquier escenario probado, M SSR° aumentéd aliin mas la
capacidad de resolver las estructuras tubulares después de un analisis temporal con

Tubulin 2D High Density: secuencia de imagenes proporcianada en el sitio
http://bigwww.epfl.ch/smim/challenge2013/
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los otros enfoques analiticos SRM (recuadros ampliados en la figura 5.2).

a Promedio Imagenes LD Promedio Regiones ampliadas LD

E‘ I L-‘

b ESI ESI+MSSR® SRRF SRRF+MSSR?

.\“ N
! _b P N P

MUSICAL MUSICAL+MSSR®

J
—~V/\ /

Figura 5.2: M SSR aplicado a imagenes de superresolucion mejora su resolucion. a)
Proyeccion promedio de la secuencia limitada por difraccion (DL-AVG), con las respec-
tivas regiones ampliadas enmarcadas con rectangulos azul y verde. b) Comparicion
de los resultados de ESI, SRRF and MUSICAL solo y después del procesamiento
con MSSR® (EST + MSSR®, SRRF + MSSR°, MUSICAL + MSSR'), a una se-
cuencia DL de 500 cuadros (imagenes microtubulos de tubulina). Las respectivas
regiones enmarcadas por los rectangulos se muestran en la fila de abajo. Barras de

escala: 1um para panel a) y primera fila panel b), 200nm para segunda fila panel b)
correspondiente a las regiones ampliadas.

Se pesenta otro caso en la figura 5.3a, donde se realiz6 un analisis temporal con
MUSICAL. Fue empleada una secuencia de imagenes con emisores que parpadean
aleatoriamente colocados a lo largo de una estructura tubular sintética®, el resultado
de este andlises temporal fue procesado con M SSR°. Se compararon los resultados
antes y después del procesamiento con M SSR’. En ambas reconstrucciones, se
examinaron tres regiones para evaluar la ganancia en resoluciéon, mostrada como
graficos de perfil en términos de la distancia entre los picos de distribucion de
intensidad normalizada. Como se muestra en los perfiles de linea en la figura 5.3b,
MSSR resolvio, ademas, los bordes de las estructuras sintéticas en la imagen con
resolucion MUSICAL sin cambiar la posicién de los picos de distribucion. Esto
confirma que MSSR mejora la definicion del objeto y proporciona mas detalles
nanoscopicos sin introducir artefactos de imagenes previamente superresueltas.

2Bundled Tubes High Density secuencia de imagenes proporcianada en el sitio
http://bigwww.epfl.ch/smim/challenge2013/
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Figura 5.3: Comparacién del aumento en la resolucion espacial de MUSICAL con 'y
sin posprocesamiento con MSSR (MUSICAL + MSSR®), sobre una secuencia de
361 imagenes limitadas por difraccion de fluoréforos simulados, unidos a una matriz
sintética de nanotubulos (proyeccion promedio que se muestra a la izquierda). b) Los
graficos muestran los perfiles de intensidad a lo largo de las lineas representadas
en cada uno de los recuadros de las imagenes de la fila superior; los trazos negros,
azules y rojos corresponden a las imagenes DL-AVG, MUSICALy MUSICAL +
MSSR?, respectivamente. Barras de escala: 500nm, regiones ampliadas = 100nm.

Como MSSR no se limita a la preparacion fisica o quimica de la muestra, sino a la
entropia local de la imagen, M SSR fue aplicado a una imagen SI1M superesuelta de
cromatidas hermanas de cromosomas de raton. La figura 5.4 muestra un aumento
tanto del contraste como de la resolucion de la imagen, observado después de
procesar imagenes SIM con MSSR, que también se beneficia del sobremuestreo
digital introducido por M SSR.

Cada uno de los métodos de SRM presentados en las figuras 5.2-5.4 opera
de manera diferente y se desempena mejor que otros bajo ciertas condiciones
experimentales; se puede optar por utilizar cualquiera de ellos en funcién de la
infraestructura disponible, la configuracién optica y las condiciones biologicas o
experimentales que mejor se adapten a los objetivos de investigacion especificas
para el usuario. Una vez que se ha realizado cualquier analisis temporal (0 se ha
adquirido una imagen de M SR), se recomienda el posprocesamiento de M SSR para
una mejora adicional de la resolucion de hasta 1,6 veces.
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Imagen LD SIM + MSSR?

Figura 5.4: Cromatidas hermanas de cromosomas mitéticos de raton visualizados por
TIRFM (izquierda), SIM (centro) y SIM + MSSRO (derecha). Barra de escala: 200 nm.

5.2. Resultado de MSSR con analisis temporal

Para abordar el desempeno de MSSR mediante un analisis de PTF, se disend
un sistema de nanoreglas CRISPR-Cas, que consta de un ADN de doble hebra
(dsDN A, doble strain DNA, por sus siglas en inglés) de 1.537 pb (pares de bases)
con cuatro sitios de union para dCas12a distribuidos uniformemente cada 297 pb (~
100 nm) sobre el dsDNA cadena (figura 5.5a). Para validar el sistema, primero se
obtuvieron imagenes del complejo proteina-ADN a través de microscopia de fuerza
atomica (AFM) y se midi6 la distancia entre cada complejo dCas12a (figura 5.6b).
A continuacién, se obtuvieron imagenes de las nanoreglas mediante microscopia
de fluorescencia de reflexion total interna (TIRFM), con el objetivo de resolver los
emisores fluorescentes cercanos ubicados a 100 nm entre si.

a CRISPR/dCas12 nanoruler system b Atomic force microscopy
. 100 nm . 100 nm . 100 nm . i ‘ 713.1pm
3
5
{ =3 — P p—
57
gRNA % = x
Atto-647N
437.7 pm

Figura 5.5: Sistema de nanoreglas C RISPR/Cas, que consiste en un ADN de doble
hebra de 1537 pb (dsDN A) con cuatro sitios de union para dCasl2a, separados
regularmente en longitudes de 297 pb ( 100 nm) sobre la cadena dsDN A. a) Re-
presentacion grafica del sistema de nanoreglas CRISPR — PAINT. b) Nanoreglas
CRISPR — PAINT visualizadas por microscopia de fuerza atdmica.

La figura 5.6a muestra que con el analisis sf — M.SSR? de una sola imagen no
es suficiente para resolver nanoreglas con M SSR. Esta se conclusion se llega a
que las estructuras mas pequenas en las resultantes imagenes analizadas tienen
dimensiones en el rango de 150 a 200 nm (las nanoreglas estan ubicadas a 100
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nm aproximadante). Sin embargo, los analisis con funciones temporales confirman
que t — M SSR? puede resolver con éxito las distancias nanoscopicas disefiadas
en el sistema de nanoreglas CRISPR-Cas, por debajo del limite teérico de 1.6¢0
proporcionado por sf — M SSR?, lo cual se puede observar en la figura 5.6b. Para
determinar la distancia entre dos dCas12a a lo largo de la cadena de ADN, se
obtuvo la distribucion de distancias euclidianas entre los sitios de uniéon de dCas12a
utilizando un modelo de cadena de gusano [40]. La figura 5.6c muestra que las
distancias resueltas por t — MSSR? Var en el nanoruler CRISPR-PAINT fueron 85
+14 nm, 152 +21 nm, 232 +37 nm, respectivamente.

a secuencia LD cuadro LD sf-MSSR?
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b c
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Figura 5.6: El analisis temporal de M SSR proporciona un aumento adicional en la
resolucion hasta aproximadamente 40 nm. a) lzquierda: secuencia de imagenes
LD de un sistema nanoruler CRISPR-PAINT. Derecha: region ampliada del primer
cuadro de la secuencia, junto con la proyecciéon media (Promedio LD) de una pila
de 100 imagenes, antes y después del procesamiento de M SSR. b) Varias PTF
aplicadas a la secuancia de imagenes M SSR? (t-MSSR3). Los emisores fluorescen-
tes estan ubicados a 100 nm entre si, segun lo establecido por el sistema nanoruler
CRISPR-PAINT. Se calcularon cuatro tipos de PT'F: TPM, Var, Mean'y SOF14. C)
Distancias euclidianas entre emisores cercanos calculadas automaticamente a partir
de imagenes t — M SSR? Var, siguiendo un modelo de cadena de gusano (se utilizan
16 regiones de interés, 1.5 ym? cada una).
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Finalmente, para evaluar el limite de resolucion alcanzable por t — M SSR", se
desafio al algoritmo para resolver un sistema nanoruler GATTA-PAINT disponible
comercialmente (PAINT 40G, PAINT 40RY). La dinamica de parpadeo, basada en la
tecnologia DNA-PAINT [41], esta disefiada para abordar la capacidad de resolucion de
los métodos de SRM para resolver los sitios fluorescentes cercanos espaciados a 40
u 80 nm cada uno (GATTAquant). Los datos presentados en la figura 5.7a demuestran
que el andlisis t — M SSR? de 100 imagenes resolvié distancias nanoscopicas en el
rango de 30-80 nm, validando un limite de resolucién espacial experimental mas bajo
de aproximadamente 0.5¢ (~ 40 nm) que depende de la longitud de onda de emision
del fluoréforo (figura 4.10). Curiosamente, mientras que ¢t — M SSR? podria resolver
los emisores fluorescentes ubicados a 40 nm de distancia, SRRF, ES| y MUSICAL
fallaron, lo cual es consistente con los limites de resolucion establecidos de aquellos
métodos que caen dentro del rango de 50-70 nm (figura 5.7b) [10-12].

a t-MSSR? b Algoritmos SRM

Mean SOFl, SOFl, SOFl, SI SRRF  MUSICAL

35nm
L1

Figura 5.7: Comparacion de resultados de M SSR de nanoreglas de 40 nm con
otros algoritmos de superresolucion. a) Comparacion de los resultados obtenidos
con cada uno de los analisis de PTF disponibles con MSSR (ver tabla S3), para
un sistema nanoruler GATTA-PAINT disponible comercialmente. La columna Var
muestra distancias entre emisores resueltas en el rango de 30 a 75 nm. Por filas,
se utilizaron sondas fluorescentes Atto 488 (verde), Atto 550 (naranja) y Atto 655
(magenta). b) Las mismas nanoreglas mostradas en a) pero analizados con ESI,
SRRF o MUSICAL.

En conclusion, MSSR es una técnica de nanoscopia de fluorescencia que propor-
ciona detalles nanoscépicos mediante el analisis de una unica imagen de fluorescen-
cia.

5.3. Resolucion nanoscopica dependiente de ruido

MSSR funciona sin la necesidad de un analisis temporal, sin embargo, obtiene una
mayor resolucion si se realiza este paso analitico. Esta caracteristica sorprendente
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hace que MSSR sea Unico, sin embargo, el potencial de introducir artefactos debe
abordarse, compararse y cuantificarse con otros algoritmos similares.

El potencial de M SSR para introducir artefactos relacionados con el ruido se
evalud sobre PSFcheck [42], una matriz de patrones nanoscopicos fluorescentes
espaciados de forma regular y generados por litografia laser [43,44]. El analisis SRM
espacio-temporal de patrones litograficos en forma de anillo de PSFcheck reveld
que M SSR introduce cualitativa y cuantitativamente menos artefactos que enfoques
similares (figura 5.8). Estos artefactos, observados como estructuras nanoscopicas
amorfas alrededor de la forma del anillo fluorescente o dentro de él, se encontraron
comunmente en las reconstrucciones proporcionadas por otras técnicas analiticas
(nota complementaria 9, fig. S21-23), pero estaban ausentes en las imagenes de
MSSR. Sorprendentemente, con cualquier SN R probado, sf — MSSR! con fun-
cion temporal TPM proporciond reconstrucciones de SRM confiables de calidad
comparable a los enfoques que requieren un analisis temporal.

SNR bajo SNR alto

Figura5.8:sf — MSSR'yt — MSSR' — TPM de 100 imagenes proporcionan una
reconstruccion consistente en una amplia gama de SN R. La estructura esperada es
un anillo fluorescente uniforme, ubicado en el centro de la imagen con un fondo oscuro
sin fluorescencia. En la primera fila (imagenes LD, microscopia de campo amplio
(WF, WideField, por sus siglas en ingés)), se muestran cuadros de la secuencia de
100 imagenes en la correspondiente relacién de SN R. La segunda fila representa el
resultado de sf — M SSR! la secuencia de imagenes de la primera fila. La tercera fila
es laimagen de M SR espacio-temporal correspondiente al analisis realizado a 100
imagenes con TPM (t — MSSR!' TPM).

Ademas, se investigd el rendimiento de M SSR para lograr una reconstrucciéon
satisfactoria mediante la variacion del nimero de imagenes de entrada, utilizando
un esquema de analisis temporal. Con secuencias de imagenes de altos valores
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SNR (> 2dB), RSP alcanza valores cercanos al maximo y RSE valores cercanos
al minimo cuando se procesa un solo cuadro. Ademas, cuando se calcula MSSR
usando datos de entrada de SN R bajos (< 2dB) se requiere un analisis temporal, ya
que los valores de RSPy RSE se estabilizan cuando se emplea una secuencia de
tan solo 20 imagenes (figura 5.9).
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Figura 5.9: Dependencia de RSP y RSE respecto a las magnitudes: cantidad de
cuadros utilizados en el analisis temporal y SN R. Los indices globales de resolucion
RSP (izquierda) y RSFE (derecha) se estabilizan para un nimero reducido de fotogra-
mas (aproximadamente 25) por un valor de SN R bajo. Cuando SN R es mayor que
8, estos indices globales tienden a estabilizarse usando solo 5 cuadros.

Tanto ESI, MUSICAL y MSSR proporcionan reconstrucciones nanoscoépicas
de alto contraste, independientemente del analisis de imagenes de entrada con
rendimientos de fotones bajos o altos, cubriendo una amplia gama de valores de
SNR. Sorprendentemente, M SSRy SRRF proporcionan una reconstruccion de la
escena de M SR que era mas similar a los patrones litograficos esperados, mostrando
estructuras “en forma de anillo” mas regulares que se asemejan a las imagenes de
SIM [42]. MUSICAL y ESI también revelaron anillos de sub-difraccion pero con una
forma irregular o incompleta (resultado inesperado) (figura 5.10).

Como era de esperar, cuando la probabilidad de emision de fotones es lo sufi-
cientemente alta como para dar como resultado altos valores de SN R, todos los
algoritmos funcionan de manera similar en calidad (figura 5.11a) pero su error global
difiere entre si (figura 5.11b); no obstante, la capacidad de resolver estructuras na-
nométricas con una SNR baja es superior con MSSR que con SRRF considerando
su RSP alta, RSFE baja y reconstruccion visual. Curiosamente, SRRF es el Unico
método que depende en gran medida de la SN R de las imagenes (figura 5.11a, linea
roja) y reporta un error mas alto que cualquier otro método (figura 5.11b, linea roja).
Estos resultados muestran que M SSR no es sensible al ruido y es un algoritmo de
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M SR confiable para datos de baja SN R, debido a su capacidad para generar una
reconstruccion de alto contraste, mientras recupera la forma esperada en forma de
anillo de la muestra.
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Figura 5.10: Comparacion de imagenes MSR de la muestra de litografia laser gene-
rada por SRRF, MUSICAL, ESIy MSSR. La caracteristica esperada es un anillo
fluorescente uniforme ubicado en el centro de la imagen con un fondo oscuro sin
fluorescencia. La fila de imagenes limitadas por difraccion (W F), indica el promedio
temporal de 100 cuadros calculados para tres pilas temporales con senal-ruido (SNR)
distinta. Las siguientes 4 filas muestran las imagenes SRM correspondientes usando
SRRF, MUSICAL, EST and M SSR' . También se indica el resultado de M SSR de
un solo cuadro (sf — MSSR'). Barra de escala: 1 um.

Se observé otro resultado sorprendente durante el analisis espacial de MSSR,
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donde se obtiene una secuencia de resolucion mejorada. Este analisis espacial
mostré que sf — M SSR puede resolver la estructura subyacente sin introducir ar-
tefactos como los observados por SRRF en 100 imagenes (figura 5.10a, panel
inferior). Observe que la forma del anillo fluorescente se desvia de su forma simétrica
esperada, lo que podria reflejar la contribucion de ruido alrededor de la senal de
fluorescencia en cada imagen. Se Planted la hipétesis de que la necesidad de MSSR
para incluir varios cuadros en el andlisis temporal disminuye a medida que aumenta
la SNR de los datos, hasta un punto en el que el MSSR de fotograma unico podria
revelar la estructura subyacente sin mas analisis temporal.
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Figura 5.11: RSP y RSE calculados para las reconstrucciones de superresolucion
proporcionadas por otros tres procedimientos analiticos de SRM, sf — MSSR'y
MSSR!' TPM (100 cuadros). a) RSP mide una correlacion global entre la recons-
truccion y la referencia, de modo que los valores mas cercanos a 1 indican una
reconstruccion confiable. ¢) RSE mide la diferencia absoluta de la imagen reconstrui-
da y su referencia. Los valores mas bajos de RSFE en una SN R particular significan
menos error global en la reconstruccion. Barra de escala: 1 um.

Estos resultados plantean la posibilidad de realizar microscopia de superresolu-
cion de células vivas de alta calidad, que solo esta limitada por la resolucién temporal
de la camara utilizada para la recopilacion de imagenes (milisegundos o incluso
microsegundos). Esto es posible debido a la capacidad de MSSR para trabajar con
datos de SN R bajos, que es comun en esta modalidad de microscopia.

5.4. Resolucion nanoscopica con imagenes de fluo-
rescencia

El uso generalizado de la microscopia de fluorescencia ha llevado al desarrollo de
una gran variedad de protocolos de imagen y sistemas de adquisicién. El principio de
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M SSR se basa en el analisis de la informacion local de una sola imagen. Proporciona
resolucion nanoscopica mediante la resolucién de un operador que incorpora infor-
macidn tanto de la distribucidn espacial de la fluorescencia (rango espacial que cubre
la PSF) como del rango de intensidades locales (también conocido como nivel de
valores de gris). Este menor requisito de informacién hace que M SSR sea adecuado
para su uso en una amplia gama de aplicaciones de microscopia de fluorescencia.

Para ilustrar la versatilidad de M SSR, se probé el algoritmo para proporcionar
informacion sobre la organizacion nanoscoépica en sistemas biolégicos, que han ca-
racterizados previamente por otras técnicas de microscopia de superresolucion. Los
escenarios comunes de microscopia de fluorescencia se discuten después del proce-
samiento con MSSR, que incluyen, entre otros, imagenes de inmunofluorescencia
de células fijas, microscopia de epifluorescencia (figura 5.12), imagenes de células
vitales utilizando tintes permeables (figuras 5.13 y 5.14), microscopia de reflexion
interna total (figuras 5.15 y 5.16) microscopia de seguimiento y colocalizacion de
particulas individuales (figura 5.17) e imagenes de células vivas de tejido usando
microscopia confocal de barrido laser y microscopia de iluminacion de plano selectiva
(figuras 5.18 y 5.19).

5.4.1. Organizacion nanoscopica de maquinarias de replicacion
viral

La replicacion viral esta orquestada a escalas mesoscopicas dentro de maquina-
rias que perturban la arquitectura celular para asegurar la produccion de progenie
viral. El inicio del ensamblaje de rotavirus ocurre en los viroplasmas (VPs), que son
coacervados proteicos formados por componentes virales y celulares que cuando se
visualizan mediante microscopia electronica se asemejan a estructuras electrodensas
complejas [45].

La figura suplementaria 5.12 muestra imagenes TIRF limitadas por difraccién
de un rotavirus VP. La proteina NSP2, indicada por el color rojo, se selecciond
para asegurar la deteccién de VP en las células infectadas y sirvio como punto
de referencia para comparar la distribucion relativa de las otras distribuciones de
proteinas virales dentro del VP con organizacion en capas concéntricas [46].

En marcado contraste con las observaciones realizadas a través de la inspeccion
visual de las imagenes limitadas por difraccion de VP (figura 5.12, fila superior),
se demostr6 que las proteinas virales estan en capas como anillos nanoscépicos
concéntricos [46]. NSP5 y NSP2 actian como elementos de andamio formadores
de nucleos, que coexisten en las capas internas del VP junto con NSP4, seguidos
por capas de VP1, VP2, VP6, VP4 y VP7 dispuestas de adentro hacia afuera. Estos
hallazgos se lograron utilizando 3B-ODE SRM [8, 46] mediante el analisis de una
secuencia de cientos de imagenes limitadas por difraccion utilizando microscopia de



5.4. RESOLUCION NANOSCOPICA CON IMAGENES DE FLUORESCENCIA 67

colocalizacién, imagenes TIRF y un grupo dedicado para computacion en paralelo
(con un tiempo medio de procesamiento de un dia por micrografia de superresolucion)
[8,46].
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Figura 5.12: Distribucion relativa de proteinas virales en viroplasmas de rotavirus
(VP) visualizados por analisis con M SSR. La proteina nsp2 se indica con color rojo
para todos los paneles y se utiliza para la deteccion de VP en células infectadas y
sirve como punto de referencia para comparar la distribucion relativa en la VP de la
distribucidn de otras proteinas virales. El titulo de las columnas representa la segunda
proteina (indicada por el color verde) en el estudio de colocalizacion con nsp2, corres-
pondiente a las proteinas nsp5, nsp4, vp4 y vp7 en su forma monomeérica y trimérica
(vp7-mon y vp7-tri, respectivamente) ordenados de izquierda a derecha. Filas de
arriba hacia abajo: imagenes de difraccion limitadas de los PV; M SSR, imagenes
de superresolucion reconstruidas por M SSR utilizando el analisis temporal de 100
imagenes con difraccion limitada por VP; sf — M SSR, imagenes de superresolucién
reconstruidas por M SSR utilizando una Unica imagen limitada por difraccion por VP.
a-e) Diagramas del modelo propuesto para la distribucion de proteinas virales.
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Con M SSR, se pudo visualizar la organizacién nanoscopica del rotavirus VP en
virtud del analisis de imagenes LD en cuestion de segundos utilizando una compu-
tadora de escritorio normal. Las proteinas virales dentro del medio VP mostraron
una organizacion en capas, similar a la observada por Garcés en [46]. La figura
complementaria 5.12 muestra las distribuciones de las proteinas virales NSP2, VP4,
NSP5, NSP4 y VP7 en su forma monomérica y trimérica. Se encontré que el nucleo
mas interno de la VP estaba enriquecido por proteinas NSP2, NSP5 y NSP4, seguido
de capas de VP4 en el medio y VP7 en su forma monomérica y trimérica en el lado
mas externo de la VP.

A modo de comparacion con los resultados obtenidos en [46]. Utilizando 3B-
ODE SRM, se procesaron las mismas imagenes de VPs con sf — MSSRy t —
M SSR con un analisis temporal de pixeles de 100 imagenes limitadas por difraccion.
Aunque se subray6 el mismo patrén concéntrico de disposicion de proteinas virales
dentro de la VP utilizando ambos enfoques, se observaron diferencias estructurales,
como el grosor y la continuidad de la capa. Esto se debe a que en sf — MSSR la
imagen de salida solo representa la sefial correspondiente al conjunto de fluoréforos
emisores capturados en el intervalo de tiempo de adquisicion de la imagen de entrada
analizada, mientras que el analisis temporal por pixeles genera una reconstruccion
promediada por conjuntos con resolucion nanoscoépica.

5.4.2. Imagenes de superresolucion de células vivas

M SSR fue desafiado para obtener imagenes de superresolucion de células vivas
mediante el estudio de la reaccion acrosomal (RA), un fenbmeno secretor Unico
gue resulta de eventos de fusion entre la membrana plasmatica y una vesicula
especializada llamada acrosoma, ubicada en la cabeza del esperma [47].

La dinamica nanoscépica de la RA se visualizd siguiendo la dinamica espacio-
temporal de la SiR-actina, una sonda fluorescente que fluoresce preferentemente
cuando se une a F-actina (verde), y FM4-64 que marca la membrana celular (magen-
ta) (figura 5.13). De acuerdo con hallazgos previos [48], M SSR permite visualizar
eventos complejos de reorganizacion en la membrana plasmatica, en las membranas
acrosOmicas internas y externas, y en el citoesqueleto de actina cortical ubicado
debajo de la vesicula acrosémica, como resultado de la RA (figura 5.13).

Se observaron varios eventos de fenestracion en y dentro de las membranas
plasmaticas y acrosémicas (figura 5.13 y peliculas s4 y s5), mostrando una compleja
dinamica de milisegundos (peliculas s6 y s7). Al comienzo de la reaccion acrosomal,
la fluorescencia de FM4-64 se restringié a la membrana plasmatica que era visible
por encima del citoesqueleto de actina F (figura suplementaria 5.13 a, peliculas s5y
s6). Al final de RA, la membrana plasmatica y la membrana acrosomica externa se
pierden, exponiendo la membrana acrosémica interna, lo que proporciona nuevos
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Figura 5.13: Analisis de M SSR de un solo cuadro para imagenes de espermato-
zoides de ratdn para el estudio de la reaccion acrosomal. a) Utilizando el analisis
M S SR de fotograma Unico, es posible visualizar el curso de la exocitosis acrosémica
espontanea. b) Mayor aumento de la membrana de los espermatozoides que experi-
menta eventos de fenestracion. ¢) Esquemas de la exocitosis acrosémica. Al principio,
solo se puede ver la membrana plasmatica a través del tinte FM4-64 (izquierda). A
medida que se desarrolla la exocitosis acrosdmica, la membrana plasmatica y la
membrana acrosdmica externa se pierden en el proceso. Como resultado, FM4-64
(presente en el medio de registro) ahora tifne la membrana acrosémica interna (dere-
cha).
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sitios de union para el FM4-64 (figura suplementaria.5.13 a, peliculas s5 y s7) [49].
Como consecuencia de eso, se registrd un notorio aumento de la fluorescencia de
FM4-64 cerca del citoesqueleto de actina cortical (figura 5.13 by c).

03:00 min

Figura 5.14: Analisis temporal de M SSR secuencia de para imagenes de esperma-
tozoides de raton para el estudio de la reaccidén acrosomal. a) Utilizando el analisis
MSSR de 100 cuadros, es posible visualizar el curso de la exocitosis acrosémica
espontanea. b) Mayor aumento de la fenestracion de la membrana de los espermato-
zoides.

Si se comparan las imagenes SRM obtenidas por un solo cuadro con del analisis
de ’pseudo’ réplicas temporales recolectadas en la misma escena, como en [48], en
general, las observaciones que surgen de ambos resultados son basicamente las
mismas (comparar figura suplementaria 5.14 con figura 5.14; comparar las peliculas
s4y s5 con las peliculas s8 y s9). En cualquier caso, se puede observar el aumento de
la fluorescencia de FM4-64, la dinamica de la actina F y los eventos de fenestracion de
la membrana. No obstante, la ventaja de utilizar un enfoque de analisis sf—MSSR, es
gue la obtencién de imagenes de un cuadro implica mucha menos fotomanipulacion,
por lo que se reduce el dano de la muestra. Ademas, cuando se utiliza el analisis
sf — MSSR, MSSR permite evaluar la dinamica de milisegundos de un proceso
general que tarda minutos en ocurrir, informaciéon que se pierde cuando se requieren
cientos de cuadros para derivar una unica micrografia SRM (figura 5.14) [48].
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5.4.3. SPT es mejorado por MSSR

En los dltimos anos, la obtencion de imagenes de una molécula Unica junto con
la microscopia de superresolucion han contribuido a comprender cémo se produce
el movimiento molecular a nivel de nanoescala. Aunque las técnicas de molécula
Unica nos han permitido reconocer mas detalles sobre la intrincada biologia de la
célula, como el movimiento de motores moleculares o la dinamica de difusion de
lipidos en la membrana celular, todavia hay mucho que contribuir a la comprensién
fundamental de esta variedad de fenomenos.

Junto con la gran diversidad de técnicas de una molécula, el seguimiento de
particulas individuales (SPT) se ha aplicado con éxito a una variedad de sistemas
diferentes que van desde el seguimiento del movimiento 2D de lipidos individuales
en [50-52], bicapas lipidicas sintéticas hasta el movimiento de células con organoides
y embriones 3D completos [53-55]. A pesar de eso, SPT es una modalidad de
imagen que requiere caracteristicas especiales de microscopia, que con su estudio
ayuda a lograr una resolucién temporal y espacial excepcional, proporcionando datos
fieles del proceso bioldgico que se trata de describir. El éxito de SPT se basa en
el cumplimiento de aspectos generales como deteccién (buena SNR y relacion
de fotogramas), localizacion (eficiencia cuantica, gran aumento, reconstruccion de
subpixeles, localizacion de molécula Unica) y vinculacién de las trayectorias a lo
largo de los cuadros de la secuencia analizada; en ultimo término, el analisis de los
datos resultantes puede proporcionar informacién del movimiento del conjunto de
moléculas marcadas que se estan estudiando en la actualidad.

En la gran mayoria de las aplicaciones de imagenes de células vitales, el segui-
miento de particulas individuales exigen tiempos de exposicidn cortos y poca exposi-
cién a la luz para capturar y restaurar el movimiento significativo de las particulas y
evitar la fototoxicidad celular. Ademas, cada molécula fluorescente tiene capacidades
limitadas para producir fotones. Cuando la camara recibe y digitaliza la senal de un
solo fluoréforo, los fotones llegan a posiciones aleatorias dadas por la distribucion
definida de la PSF. Por lo tanto, el limite de precision viene dado por el teorema
del limite central como o/+/N donde N es el nimero de fotones, es decir, por rui-
do de disparo. Dado esto, se ha establecido experimentalmente un limite inferior
de SNR < 5 sobre el cual cualquier algoritmo SPT probado funciona de manera
confiable [56].

Aparte del ruido de disparo, la precision puede ser peor para el ruido de fondo,
ya sea por autofluorescencia o por ruido del detector. Ademas, surge un tercer tipo
de problema cuando dos particulas estan cerca una de la otra. M .SSR ha mostrado
propiedades de eliminacion de ruido, proporcionando informacién nanoscépica a muy
bajos SN R, cerca de la unidad (figura 5.8). Para probar si SPT puede mejorarse
mediante el preprocesamiento M SSR, el método fue analizado por el “Desafio de
Seguimiento de Particulas Unicas” ( [56]; http://bioimageanalysis.org/track/).
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low density mid density high density

MSSR DL MSSR DL MSSR

Figura 5.15: M SSR resultados de imagenes LD individuales en diferentes densidades
de fluoréforos y SN R . Imagenes LD y resultados de M SSR (amp = 1, PSF = 3, orden
= 1) de vesiculas difusas del “Desafio de seguimiento de particulas individuales”,
generadas para tres SN R diferentes: 2, 4, 7 y con tres niveles de densidad de
particulas de sub-difraccion: bajo, medio, alto equivalentes a 100, 500, 1000 particulas
por imagen respectivamente.

Se utilizaron conjuntos de datos de imagenes representativas con el patron de
referencia para evaluar las implicaciones del preprocesamiento con M SSR antes de
SPT, considerando dos factores principales que afectan el rendimiento del segui-
miento, a saber, el nimero de particulas dentro del campo de imagenes y su senal
relativa al ruido (figura 5.16). Se probaron tres clases de algoritmos de seguimiento:
(i) el marco LAP para el movimiento browniano como en [57], (ii) un rastreador de
movimiento lineal basado en el filtro de Kalman [58,59], y (iii) un rastreador basado en
vecinos mas cercanos [60—62]. La precisién de seguimiento sobre datos sin procesar
0 MSSR preprocesados se evalu6 siguiendo cuatro indicadores que van desde 0
(peor) a 1 (mejor): a y g indican el grado general de coincidencia entre la verdad
del terreno y trayectorias estimadas; el indice de Jaccard entre pistas cuantifica la
correspondencia entre las pistas de verdad del fondo y las devueltas por el algorit-
mo de seguimiento probado; Por ultimo, el indice de Jaccard entre las detecciones
cuantifica qué tan bien las detecciones de la verdad del terreno coinciden con las
particulas detectadas por cada algoritmo de seguimiento. Sorprendentemente, en
cualquier conjunto de condiciones (SN R, densidad de particulas, algoritmo SPT),
M S SR mejora significativamente el rendimiento de seguimiento general.
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Figura 5.16: Datos de imagen de desafio para el escenario de vesiculas del "Desafio
de seguimiento de particula individual”, generado en tres SN R diferentes: 2,4,7 y en
tres niveles de densidad de particulas de sub difraccion: bajo, medio, alto equivalente
a 100,500,1000 particulas por imagen respectivamente. Se probo la competencia de
tres rastreadores marco LAP, rastreador de movimiento lineal, vecino mas cercano
sobre datos sin procesar (gris) o preprocesados con M SSR (amp = 1, psf = 3, order
= 1) (negro). El seguimiento del rendimiento se evalué con la “tracking performance
evaluation tool” implementada en Icy 2.1.3.0 (http://icy.bioimageanalysis. com).
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La figura 5.16 muestra que en cualquier situacioén probada, el preprocesamiento
de las imagenes con M SSR mejora inevitablemente la fuerza de seguimiento. El
preprocesamiento con M SSR supera el limite inferior de SNR < 5 para el segui-
miento del rendimiento. Tenga en cuenta que después del preprocesamiento de
M SSR, cualquier algoritmo de seguimiento probado frente a datos que alberguen un
SN R = 4 funciona tan bien como cuando se enfrenta a datos con SN R = 7. Ademas,
el preprocesamiento con M SSR mejora las capacidades de los algoritmos SPT
para identificar y vincular de manera confiable particulas individuales en cualquier
densidad de particulas probada. Se concluye que el preprocesamiento con MSSR
mejora cualquier instancia de seguimiento de particulas, independientemente del
algoritmo SPT utilizado, el nUmero de particulas dentro del campo de imagen o la
SN R del conjunto de datos.

5.4.4. Colocalizacion dinamica con resolucion nanoscopica

Un desafio para SPT surge cuando se buscan interacciones moleculares, ya que
las moléculas individuales a menudo tienen dimensiones nanoscépicas. Observar
que la colocalizacion implica una resolucion a nivel subpixélico, por lo que las inter-
pretaciones deben elaborarse teniendo en cuenta las restricciones debidas al tamaro
y muestreo de PSF.

El algoritmo MSSR se aplicé a ensayos de cortina de ADN para analizar la
colocalizaciéon de proteinas fluorescentes unidas al ADN. Aqui, un polipéptido de
autoensamblaje (C' — Sjy — B, etiquetado en verde) se une al ADN que ha sido
decorado previamente con CRISPR — dCasl2a (etiquetado magenta) a través de
multiples CRISPR-RNA (crRNA). C' — S1g — B se une y difunde en el ADN pero no
puede moverse mas alla de dCas12a unido de manera estable (figura 5.17a). MSSR
aumenté la SN R y la resolucion de los quimégrafos que muestran C' — S;p — B 1D
difusion en un tramo de ADN delimitado por dCas12a (figura 5.17b). Durante el
autoensamblaje, grandes grupos de C' — S;p — B se forman y se colocalizan con
dCas12a (figura 5.17c). Como se ve en la figura 5.17d, M SSR transformd areas
fluorescentes borrosas en grupos C — Syo — B bien definidos e hizo la colocalizacion
de C' — Sjp — By dCas12a mas evidente.

Se concluye que, M SSR se puede utilizar para mejorar la recuperacion de in-
formacion significativa en escenarios de seguimiento de particulas individuales y
colocalizacién dinamica nanoscoépica.
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Figura 5.17: M SSR elimina el ruido de las imagenes y mejora la visualizacion de la
dinamica intermolecular en escenarios de colocalizacion de molécula Unica. a) La
difusion lineal de C' — S;p— B (marcado con Alexa488, verde) en el ADN extendido con
tampdn esta restringida por dCas12a unido de manera estable (marcado con puntos
cuanticos, magenta) en una molécula de ADN (sin etiquetar). b) El estancamiento
de la difusion de C' — S}y — B por dCas12a provoca la co-localizacion de ambas
moléculas. ¢) Procesamiento con una y dos iteraciones M SS R de un quimégrafo que
muestra dCas12a (inmovil, magenta) y C — S, — B (deslizante, verde) en el ADN
(sin marcar). d) Procesamiento con una y dos iteraciones M S'SR de una molécula de
ADN (sin marcar) con C' — S1g — B (verde) y dCas12a (magenta) unidos.

5.4.5. Nanoscopia volumétrica de muestras profundas

Para demostrar la utilidad de M SSR en el area de imagenologia multidimensional,
este fue desafiado a revelar estructuras nanoscopicas en una raiz Arabidopsis thalia-
na como un ejemplo de muestras multicelulares gruesas, analizadas con microscopia
de barrido laser confocal regular y microscopia de iluminacion plana selectiva.

Plantas transgénicas de A. thaliana con plasmalemma [63] y marcadores fluo-
rescentes nucleares [64], que se utilizan habitualmente para analizar la proliferacion
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celular durante el desarrollo de la raiz en experimentos de lapso de tiempo, se
obtuvieron imagenes con CLSM (microscopia confocal de barrido laser, confocal
laser-scanning microscope, por sus siglas en inglés). Para desenredar las propieda-
des de eliminacion de ruido de M SSR de sus capacidades para mejorar la resolucion
espacial, el PSF no se muestred correctamente (ver apendice A). Tenga en cuenta
gue en este escenario de CLSM no se puede visualizar de manera 6ptima las figuras
mitoticas, lo cual se muestra en la figura 5.18a y su ROI (region de interés, region
of interest, por sus sigleas en inglés) asociodo 5.18b. Sin embargo, cuando estas
imagenes fueron postprocesadas con M SSR, se observa un mejor contraste en las
imagenes de figuras mitoticas debido a la notable calidad del proceso de eliminacion
de ruido, e incluso, al permitir revelar informacion estructural oculta (figura 5.18c).

Figura 5.18: a) Imagen del primordio de la raiz lateral en etapa temprana adquirida
con CLSM regular. b) ROI original tomado de a), resaltado por el cuadrado de rayas
blancas. ¢) El mismo ROI que en b) después de ser procesado con M SSR. d) Imagen
sobremuestreada y procesada con M SSR de los cromosomas de células primodicas
de la raiz lateral vistos por H2B marcados con RFP. El recuadro muestra un ROI
de zoom (aumentada 3 veces) resaltado por el cuadrado rojo punteado. Barra de
escalas ena =20um, by c=5um,d = 1um. Las imagenes en a), b) y ¢) se hizo
mediante una proyeccion en en el eje Z de diez cortes con el modo de cortes SUM y
los F'1JI’s LUT usados para los canales rojo y verde fueron “Cyan Hot” y “Magenta”,
respectivamente, mientras que la imagen en d) se hizo mediante una proyeccion Z
de 86 cortes con el modo de intensidad MAX y el LUT utilizado fue “Royal ” de F1JI.
Para obtener mas detalles, consultar los métodos.

Sin embargo, como se menciond anteriormente, las imagenes sin procesar se
adquirieron con un PSF submuestreado y esto nos llevd a preguntarnos si M SSR
nos permitiria ver estructuras nanoscopicas con el PSF adecuado. Para obtener
una mejor resolucion espacial, se tuvo que sobremuestrear el PSF usando CLSM
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y la misma linea transgénica de A. thaliana con Histona H2B marcada con RF' P
(ver métodos). Cuando estas imagenes se procesaron con M SSR, se pudo revelar
estructuras nanoscépicas debido a la observacion de la senal fluorescente emitida
por nanodominios heterogéneos de cromatina dentro de las figuras mitéticas (figura
5.18d). Es probable que estos nanodominios se asemejen a las garras de nucleo-
somas previamente reportadas en células de mamiferos [65,66] y en A. thaliana
nucleos de hojas [67]. Debido a que estas imagenes se adquirieron como Z-planos,
la aplicacién de M SSR nos dio una resolucion nanoscopica 3D (figura 5.18d, mowv.
S10).

Figura 5.19: a) Proyeccidn de intensidad maxima de la raiz primaria de la linea
transgénica p35s: H2B-RFP. El ROl izquierdo marcado con un cuadrado punteado
rosa se muestra de b) hacia d) y la ROl derecha marcada con un cuadrado punteado
rosa se muestra de e) hacia g). b) Imagen original de un nucleo de una célula
epidérmica diferenciada sin pelo. ¢) La misma imagen de b) después de ser procesada
por M SSR. d) Los detalles de ROI que se muestran en c). e) Imagen original de un
nucleo de una célula radicular. f) La misma ROI en e) después de ser procesada
por M SSR. g) Los detalles de ROI que se muestran en f). Barra de escalas en a
= 50um, b-c y e-f = 5um. Las imagenes finales son proyecciones en Z de n cortes
con el modo de intensidad MAX y el LUT “Real” de FIJI. Consulte los métodos para
obtener mas detalles.
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Conclusiones

Se presentdé un nuevo método M SR computacional, M SSR, capaz de lograr
nanoscopia multidimensional a través del analisis de un solo cuadro en condiciones
de SNR bajas y con artefactos minimos o nulos dependientes del ruido. Limitado
solo por la velocidad de captacion en la configuracion 6ptica de la imagen, MSSR
aumenta la resolucion al analizar un solo fotograma o una pila completa de imagenes
y se puede utilizar como un poderoso método M SR de forma independiente del
sistema oOptico colector de imagenes. Se demostr6 la compatibilidad de M SSR con
otros métodos de M SRy que su uso mejord la resolucién y la calidad de la imagen
resultante en todos los casos probados.

Los enfoques basados en entropia (principalmente restringidos a sistemas basa-
dos en camaras) como SRRF, ESI, MUSICAL y 3B exigen un analisis temporal que
excluye su utilidad para la obtencion de imagenes multidimensionales de muestras
vivas. La necesidad de recopilar cientos de imagenes de la misma escena pseu-
doestatica desafia la aplicabilidad de estos métodos en la obtencion de imagenes
multidimensionales. El nimero de imagenes adquiridas impone una compensacion
entre las resoluciones temporales y espaciales alcanzables para estos métodos.
MSSR tiene la capacidad de eliminar estas limitaciones mientras mantiene bajas
las demandas computacionales, gracias a las implementaciones disponibles y su
compatibilidad con una diversidad de sistemas de imagenes.

Las pruebas adicionales del enfoque de M SSR en varios contextos y aplicaciones
de imagenes biologicas de fluorescencia demostraron su capacidad para mejorar
la calidad de una amplia gama de estudios de microscopia optica dentro y fuera
del ambito de SRM. Se pudo revelar dinamicas moleculares, a través del analisis
de un solo cuadro de imagenes de células vivas, en cuestion de segundos y con
demanda de potencia computacional minima, que si se compara con el algoritmo 3B,
los tiempos de procesamiento pudieran tardar varias horas e incluso dias. Ademas,
se mostré que MSSR mejora en gran medida la eficacia de seguimiento de los
métodos SMLM al reducir el ruido de fondo y, por lo tanto, aumentar tanto el contraste
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como la SN R de las secuencias SPT corrompidas por ruido de fondo, mejorando
la capacidad de resolver la posicién de emisores individuales. M SSR empuja adn
mas los limites de la nanoscopia de células vivas al disminuir la necesidad de un
analisis temporal. Su flexibilidad extiende su utilidad a la mayoria de los métodos de
microscopia de fluorescencia y otros métodos SRM.
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Logros alcanzados y trabajo futuro

7.1. Nuevas contribuciones tedricas

Desde el punto de vista histérico, el desarrollo seminal de la teoria de la MS
[18,19] y hasta la actualidad, pocas aplicaciones estadisticas y de imagenes basadas
en la teoria de la MS calculan el vector de la MS en si [68]. Esto puede explicarse,
en parte, porque las aplicaciones anteriores de MS se basan en modos de busqueda
en el espacio de caracteristicas y no operaban directamente en el espacio derivado.
En contraste, MSSR representa la primera aplicacion de la teoria de MS que opera
en el segundo espacio de derivada, calculando el vector MS y estimando densidades
entre pixeles, MSSR calcula una funcién de probabilidad para las estimaciones
de fluoréforos cuyas distribuciones de fluorescencia individuales se reducen en
comparacion con la PSF del sistema optico.

La informacién contenida en el segundo espacio de la derivada de la imagen
limitada por difraccién es utilizada por MSSR para calcular una imagen superesuelta
con frecuencias espaciales mas altas que la imagen limitada por difraccién corres-
pondiente, por lo tanto, superando los limites de Abbe y Sparrow, y estableciendo
una imagen no descrita. Lo cual sugiere que el limite de resoluciéon que merece una
mayor exploracién y caracterizacion.

7.2. Nuevas contribuciones a la microscopia

Se present6é un nuevo enfoque de SRM analitico capaz de lograr nanoscopia
multidimensional a través del analisis de una sola imagen en condiciones de bajo
SNR y con un minimo de artefactos dependientes del ruido. Limitado solo por la
velocidad de imagen de la configuracion 6ptica, MSSR aumenta la resolucién al
analizar un solo cuadro o una pila completa de imagenes y se puede usar como
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un poderoso método SRM independiente para cualquier caso 0 como una mejora
para otros analisis de pila métodos SRM multiframe o dependientes del hardware.
Se demostré la compatibilidad de MSSR con otros métodos de SRM y se demostrd
gue su uso mejora la resolucion y la calidad de imagen general en todos los casos
probados.

Los enfoques de multitrama analiticos SRM (principalmente restringidos a sis-
temas basados en camaras) como SRRF, ESI, MUSICAL y 3B exigen un analisis
temporal que limita su utilidad para la obtencidén de imagenes multidimensionales de
muestras vivas [69—71]. La necesidad de recopilar cientos de imagenes de la misma
escena pseudoestatica desafia la aplicabilidad de estos métodos en la obtencién de
imagenes multidimensionales. El requisito de multitrama temporal impone un compro-
miso entre las resoluciones temporales y espaciales alcanzables para estos métodos.
MSSR elimina estas limitaciones al tiempo que mantiene la eficiencia computacional.

Se presentaron aplicaciones del principio MSSR que revelaron dinamicas molecu-
lares rapidas a través del andlisis de un solo cuadro de datos de imagenes de células
vivas, con tiempos de procesamiento reducidos en comparacion con enfoques SRM
similares. Ademas, MSSR mejora en gran medida la eficacia de seguimiento de los
métodos SPT al reducir el ruido de fondo y aumentar tanto el contraste como la
SNR de las peliculas SPT ruidosas, mejorando la capacidad de resolver la posicion
de emisores individuales. MSSR empuja aun mas los limites de la nanoscopia de
células vivas gracias a su excelente rendimiento de fotograma Unico. Esta flexibilidad
extiende su utilidad a la mayoria de los métodos de microscopia de fluorescencia y
SRM alternativos.

Lograr una resolucién temporal y espacial alta (o suficiente) dentro de una amplia
gama de aplicaciones de microscopia de fluorescencia es un objetivo comun entre la
comunidad de bioimagenes. Con los avances recientes en equipos de microscopia
y protocolos de imagenes, la brecha entre la resolucion mas alta alcanzable en las
dimensiones temporal y espacial dentro del mismo experimento se ha reducido. Esto
ha sido un desafio especialmente porque ambos parametros a menudo involucran
instrumentacion éptica y estrategias experimentales mutuamente excluyentes. La
introduccion de MSSR representa un paso mas en la direccién correcta, ya que
reduce drasticamente la cantidad de datos necesarios para reconstruir una Unica
micrografia super resuelta.



82 CAPITULO 7. LOGROS ALCANZADOS Y TRABAJO FUTURO

7.3. Publicaciones y eventos asociados con esta tesis

Publicaciones:

» Esley Torres Garcia, Raul Pinto Camara, Alejandro Linares, Damian Martinez,
Victor Abonza, Eduardo Brito-Alarcon, Carlos Calcines-Cruz, Gustavo Valdés-
Galindo, David Torres, Martina Jablonski, Héctor H. Torres-Martinez, José
L. Martinez, Haydee O. Hernandez, José P. Ocelotl-Oviedo, Yasel Garcés,
Marco Barchi, Joseph G. Dubrovsky, Alberto Darszon, Mariano G. Buffone,
Roberto Rodriguez Morales, Juan Manuel Rendon-Mancha, Christopher D.
Wood, Armando Hernandez-Garcia, Diego Krapf, Alvaro H. Crevenna, Adan
Guerrero. Nanoscopic resolution within a single imaging frame. Preprint at
bioRxiv, doi: https://doi.org/10.1101/445262, (2021).

» Esley Torres Garcia, Raul Pinto Camara, Alejandro Linares, Damian Martinez,
Victor Abonza, Eduardo Brito-Alarcon, Carlos Calcines-Cruz, Gustavo Valdés-
Galindo, David Torres, Martina Jabloriski, Héctor H. Torres-Martinez, José
L. Martinez, Haydee O. Hernandez, José P. Ocelotl-Oviedo, Yasel Garcés,
Marco Barchi, Joseph G. Dubrovsky, Alberto Darszon, Mariano G. Buffone,
Roberto Rodriguez Morales, Juan Manuel Rendon-Mancha, Christopher D.
Wood, Armando Hernandez-Garcia, Diego Krapf, Alvaro H. Crevenna, Adan
Guerrero. Nanoscopic resolution within a single imaging frame. Preprint at
researchsquare.com, doi: 10.21203/rs.3.rs-984659/v1, (2021).

Eventos:

= Conferencia: MSSR: algoritmo de microscopia de super-resolucion basado en
la Media Desplazada. Impartida en Seminario Departamental, perteneciente
al programa de seminarios del Departamento de Genética del Desarrrollo y
Fisiologia Molecular del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, 25 de marzo
del 2021.

= Conferencia: MSSR: algoritmo de microscopia de super-resolucion basado en
la Media Desplazada. Impartida en Curso Virtual de Microscopia Avanzada,
LNMA, I1Bt, UNAM, 10 de noviembre del 2021.

7.4. Trabajo futuro

La teoria de MS no esta restringida por el nimero de dimensiones de la infor-
macién requerida para calcular las ventanas del kernel sobre las que opera MSSR.


https://doi.org/10.1101/445262

7.4. TRABAJO FUTURO 83

Dado eso, los parametros de MSSR son adecuados para extender su aplicacion para
evaluar datos con mayores dimensiones. Por ejemplo, en imagenes 2D, el parametro
espacial hs de MSSR, que abarca el ancho de resolucion lateral del PSF, se define
como el mismo en las dimensiones = e y de la imagen. En tal caso, la forma del ntcleo
es circular o cuadrada, dependiendo de la aplicacion utilizada. Para la obtencién de
imagenes de microscopia tridimensional (3D), las dimensiones lateral (plano x-y) y
axial (planos x-z e y-z) se ven afectadas de diferentes formas por la difraccion. El
principio de MSSR se puede ampliar ain mas para obtener imagenes volumétricas
explicitas mediante el uso de un nicleo h, asimétrico que se puede definir siguiendo
la relacion de aspecto lateral-axial 3D de la PSF. Ademas, la definicion del ndcleo hs
se puede refinar para considerar también posibles deformaciones de la simetria axial
de la PSF debido a aberraciones opticas introducidas por el sistema de formacion de
imagenes o por la propia muestra. Se puede prever un razonamiento similar destinado
a ampliar la cartera de aplicaciones de MSSR considerando tanto los parametros hs
como hr, este ultimo reduce el espacio de intensidad de trabajo donde tienen lugar los
calculos locales de MSSR. Al considerar la dimension del color (longitud de onda de
la luz), ambos parametros pueden refinarse para establecer nuevas aplicaciones de
nanoscopia en imagenes funcionales, como imagenes espectrales [72,73], imagenes
radiométricas de células vitales [74—76] o FRET [77-79].

La exploracion de la informacién almacenada en el espacio de la segunda derivada
de la imagen también se puede lograr sustituyendo el valor de la M S por una funcion
similar que opera en el espacio de la segunda derivada. Por ejemplo, Laplaciano,
Hessiano o Diferencia de Gaussianas [80—-84], que en comparacién con la MS
ofrecen ventajas computacionales, ya que pueden expresarse en el espacio de
Fourier e implementarse utilizando el algoritmo FFT [85, 86].

Para no sacrificar la resolucion temporal o espacial, algunos cientificos proponen
nuevas formas de analizar los datos de imagenes. Algunas aproximaciones se han
adaptado para estudiar la dinamica molecular de milisegundos y los cambios de
caracteristicas estructurales dentro del mismo experimento [87-89], por ejemplo,
aprovechando el uso simultaneo de espectroscopia de correlacion de imagenes
(ICS) y métodos SRM como SRRF [11]. En estos contextos, MSSR podria mejorar el
andlisis de tres maneras:

= entrega imagenes SRM confiables en escenarios de SNR baja, que son co-
munes en los regimenes experimentales de ICS debido a las velocidades de
cuadro relativamente rapidas de sus aplicaciones,

= MSSR introduce no artefactos dependientes del ruido que refinan ain mas la
calidad del analisis espacial y

= dado que no es necesario un agrupamiento temporal para MSSR, no hay
restriccion en el nivel de detalle temporal recuperable del analisis ICS.
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Ahora se pueden obtener imagenes de microscopia de lapso de tiempo de sub-
milisegundos mediante tecnologias sSCMQOS, con aplicaciones para velocimetria de
particulas [90,91], reometria [92,93] y pinza de parche optico [94,95]. Se preveen
nuevas aplicaciones para MSSR en estas areas mediante la revelacion de detalles
nanoscoépicos ocultos en imagenes Unicas limitadas por difraccion. Ademas, MSSR
puede facilitar la obtencion de imagenes nanoscépicas correlativas a través de un
analisis inclusivo beneficiado de la diafonia con otras técnicas de imagen como
la microscopia electrénica o la microscopia de fuerza atomica [96,97]. Asi mismo,
MSSR se puede aplicar a la obtencién de imagenes volumétricas nanoscépicas
utilizandola junto con microscopia de expansién [98,99], microscopia de angulo obli-
cuo [100,101], microscopia de iluminacion plana selectiva y microscopia de laminas
de luz de celosia [102, 103], ampliando sus capacidades a los anteriores regimenes
de resolucién inalcanzables.

Las aplicaciones de MSSR pueden tener un impacto mucho mas alla del campo
de la microscopia, ya que sus principios pueden aplicarse a cualquier sistema
basado en lentes, por ejemplo, astronomia [104, 105] o imagenes de satélite de
alta resolucion [106].
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Apéndice A

Condiciones experimentales

Reactivos

Todos los reactivos quimicos se adquirieron de Sigma-Aldrich Chemical Co. (St
Louis,MO), excepto que se indique lo contrario. SiR-actin fue obtenida de Cytoske-
leton (Denver, CO) y FM4-64 fue adquirido de Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA).

Reactivos de AFM. La proteina Acidaminococcus sp dCas12a se expreso en
Escherichia coli BL2 y se purific6 mediante cromatografia en columnas Ni-NTA
(Cytiva), HiTrap SP HP (Cytiva) y HiLoad Superdex 200 16/60 (Cytiva) de acuerdo
con las recomendaciones (1) y se determiné la pureza mediante electroforesis en
gel de poliacrilamida. EI ARN guia de 55 nt (ARNg) se transcribio in vitro y luego
se purificd mediante el método de TRIzol (Invitrogen) (2) y se verifico su integridad
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida de urea desnaturalizante. En este
estudio se utilizé la siguiente lista de anticuerpos:

= Anticuerpo monoclonal de raton VP4 (2G4) (Harry B. Greenberg, Universidad
de Stanford. PMID: 2431540),

= Anticuerpo monoclonal de ratén VP7 (M60) (Harry B. Greenberg, Universidad
de Stanford. PMID: 2431540),

= Anticuerpo monoclonal de ratén VP7 (159) (Harry B. Greenberg, Universidad
de Stanford. PMID: 2431540),

= Anticuerpo policlonal de raton NSP2 (fabricado por nuestro laboratorio, PMID:
9645203; RRID: AB_2802096),

= Anticuerpo policlonal de conejo NSP2 (fabricado por nuestro laboratorio, PMID:
9645203; RRID: AB _2802097),
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= Anticuerpo policlonal de conejo NSP4 (fabricado por nuestro laboratorio, PMID:
18385250; RRID: AB _2802094), item Anticuerpo policlonal de conejo NSP5
(fabricado por nuestro laboratorio, PMID: 9645203; RRID: AB 2802098),

= Cabra anti-conejo Alexa 568 (Invitrogen, A-11011) y
= Cabra anti-raton Alexa 488 (Invitrogen, A-10680).

Animales

Se utilizaron ratones machos maduros CD1 (de 10 a 12 semanas de edad). Los
animales se mantuvieron a 23°C con un ciclo de 12 horas de luz a 12 horas de
oscuridad. Los procedimientos experimentales con animales fueron aprobados por el
Comité de Etica del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

Expresion y purificacion de proteinas CRISPR / Cas

DCas12a con nucleasa muerta de Acidaminococcus sp. fusionada a una etiqueta
6His-SUMO N-terminal se expresé en Escherichia coli BL21. Las células se cultivaron
en caldo Luria-Bertani a 37°C y se transfirieron a 12°C cuando la DO600 alcanzé 0,8.
Después de 1h, se anadié IPTG hasta una concentracion final de 1 mM. Después de
24h de crecimiento, se recogieron los sedimentos celulares mediante centrifugacion
y se almacenaron a -70°C hasta la purificacion de la proteina.

El sedimento se descongel6 en tampédn de lisis (Tris-HCI 20 mM pH 8,0, NaCl 250
mM, imidazol 10 mM) y se sonicé durante 6 minutos en intervalos de 5 s ON-25s
OFF. A esto le sigui6 la centrifugacion a 35.000 ga 4°C durante 35 min y la filtracion
utilizando membranas con un tamano de poro de 0,22 um. El extracto libre de células
se inyect6 en una columna de Ni-NTA (Cytiva) y se eluyé con tampdn de elucién
Tris-HCI 20 mM pH 8,0, NaCl 1 M, imidazol 250 mM. La proteina se mezcld con la
proteasa SUMO y se dializé durante la noche a 4°C en tampon de dialisis (tampdn
fosfato 50 mM pH 6,0, KCI 100 mM, MgCl, 5 mM, glicerol al 10 %, DTT 2 mM) para
eliminar la etiqueta 6His-SUMO. La proteina escindida se inyectdé en una columna
de intercambio catiénico HiTrap SP HP (Cytiva) y se eluy6 con un gradiente lineal
de tampédn IEX de 0 a 50 % (HEPES-KOH 20 mM pH 7,2, KCI 100 mM, MgCl, 5
mM, glicerol al 10 %, DTT 2 mM). La proteina se purificé adicionalmente mediante
cromatografia de exclusion por tamano en una columna HiLoadSuperdex 200 pg
16/60 (Cytiva) en tampdn de almacenamiento (HEPES-KOH 20 mM pH 7,5, KCI
500 mM, glicerol al 10 %) y las alicuotas se almacenaron a -70°C hasta su uso. La
purezay la identidad de dCas12a se confirmaron mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida y transferencia Western contra la regién 6xHis en dCas12a.
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Preparacion nanoreglas CRISPR/dCas12a

Primero, se formé el complejo de ribonucleoproteina CRISPR/dCas12a. En un
tubo de microcentrifuga de 0,6 ml, se anadieron los siguientes reactivos (concentra-
cion final): tampoén de accion CRISPR 1X (TRIS HCI 200 mM, NaCl 500 mM, DTT
5 mM) y dCas12a 20 nM. El gRNA se precalenté a 90°C durante 1 minuto y luego
se dej6 enfriar a temperatura ambiente. Tras enfriar el ARNg, se anadié al dCas12a
hasta una concentracion final de 30 nM. Los componentes CRISPR/Cas se incubaron
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Cuando se formé el complejo, se anadio
el dsDNA diana y el microtubo se incubé a 37°C durante 1 hora para que el complejo
CRISPR/Cas se una a las secuencias diana en el dsDNA y asi forme el nanoruler
CRISPR/dCas12a.

Preparacion de las muestras de nanoreglas CRISPR/d-
Cas12

El volumen de trabajo de la muestra fue delimitado por una cinta perforada de
doble cara unida a un cubreobjetos y un portaobjetos en cada lado. Los siguientes
reactivos se prepararon en un microtubo independiente: CRISPR/dCas12a (descrito
en la seccidn anterior), 20pug/mL Hoechst33342 y 5 nM PS3 (Schueder et al., 2019)
como el ADNss fluorescente (5° -TCCTCCC-3’-ATTO 647N, Integrated DNA Tech-
nologies’) y clasificado con agua. La mezcla se transfirié a la cinta perforada de
doble cara en el cubreobjetos y se cubrié con el portaobjetos. La tabla A.1 muestra la
secuencia de ADN empleada.

Expresion y purificacion de proteinas CRISPR-Cas

DCas12a con nucleasa muerta de Acidaminococcus sp. fusionada a una etiqueta
6His-SUMO N-terminal se expresé en textit Escherichia coli BL21. Las células se
cultivaron en caldo Luria-Bertani a 37°C y se transfirieron a 12° C cuando la ODg
alcanzé 0,8. Después de 1 h, se anadio IPTG hasta una concentracion final de 1 mM.
Después de 24 h de crecimiento, se recogieron los sedimentos celulares mediante
centrifugacion y se almacenaron a -70°C hasta la purificacion de la proteina.

El sedimento se descongel6 en tampédn de lisis (Tris-HCI 20 mM pH 8,0, NaCl 250
mM, imidazol 10 mM) y se sonic6 durante 6 minutos en intervalos de 5 s ON-25 s
OFF. Esto fue seguido por centrifugacion a 35.000g a 4 °C durante 35 min y filtracion
usando membranas con un tamafno de poro de 0,22 mu m. El extracto libre de células
se inyecté en una columna de Ni-NTA (Cytiva) y se eluy6 con tampon de elucion
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CTCGAGAAGAGAGAAGCTGAAGCTGGTTGTGGTCTCGGTGCTGGTGCACCCGG

TGAGCCAGGTAACCCAGGATCTCCTGGTAACCAAGGACAGCCCGGTAACAAGGG

TTCTCCAGGTAATCCAGGTCAACCAGGAAACGAAGGTCAACCTGGTCAACCTGGT
CAGAACGGACAACCTGGTGAGCCAGGTTCCAACGGTCCACAAGGTTCTCAGGGT
AACCCTGGAAAGAATGGTCAACCTGGATCCCCAGGTTCACAAGGCTCTCCAGGT

AACCAAGGTTCCCCTGGTCAGCCAGGTAACCCTGGTCAACCAGGTGAACAAGG

TAAACCAGGAAACCAGGGTCCAGCCGGTGAGCCAGGTAACCCAGGATCTCCTGG

TAACCAAGGACAGCCCGGTAACAAGGGTTCTCCAGGTAATCCAGGTCAACCAGG

AAACGAAGGTCAACCTGGTCAACCTGGTCAGAACGGACAACCTGGTGAGCCAGG
TTCCAACGGTCCACAAGGTTCTCAGGGTAACCCTGGAAAGAATGGTCAACCTGG

ATCCCCAGGTTCACAAGGCTCTCCAGGTAACCAAGGTTCCCCTGGTCAGCCAGG

TAACCCTGGTCAACCAGGTGAACAAGGTAAACCAGGAAACCAGGGTCCAGCCGG

TGAGCCAGGTAACCCAGGATCTCCTGGTAACCAAGGACAGCCCGGTAACAAGGG

TTCTCCAGGTAATCCAGGTCAACCAGGAAACGAAGGTCAACCTGGTCAACCTGG

TCAGAACGGACAACCTGGTGAGCCAGGTTCCAACGGTCCACAAGGTTCTCAGG

GTAACCCTGGAAAGAATGGTCAACCTGGATCCCCAGGTTCACAAGGCTCTCCAG

GTAACCAAGGTTCCCCTGGTCAGCCAGGTAACCCTGGTCAACCAGGTGAACAAG

GTAAACCAGGAAACCAGGGTCCAGCCGGTGAGCCAGGTAACCCAGGATCTCCT

GGTAACCAAGGACAGCCCGGTAACAAGGGTTCTCCAGGTAATCCAGGTCAACCA

GGAAACGAAGGTCAACCTGGTCAACCTGGTCAGAACGGACAACCTGGTGAGCC

AGGTTCCAACGGTCCACAAGGTTCTCAGGGTAACCCTGGAAAGAATGGTCAACC

TGGATCCCCAGGTTCACAAGGCTCTCCAGGTAACCAAGGTTCCCCTGGTCAGCC

AGGTAACCCTGGTCAACCAGGTGAACAAGGTAAACCAGCCAGGAAACCAGGGTC

CAGCCGGTGCTGGTGCTGGTGCTGGTGCTGGTCAAGGAGCCGGTGCTGGAGC

CGGCCAAGGTGCTGGTGCTGGTGCTGGTCAAGGAGCCGGTGCTGGAGCCGGC

CAAGGTGCTGGTGCTGGTGCTGGTCAAGGAGCCGGTGCTGGAGCCGGCCAAG

GTGCTGGTGCTGGTGCTGGTCAAGGAGCCGGTGCTGGAGCCGGCCAAGGTGCT
GGTGCTGGTGCTGGTCAAGGAGCCGGTGCTGGAGCCGGCCAAGGTGCTAAGA

AAAAGAAGAAAAAGAAGAAGAAGAAAAAGAAGGGTGCCTAAG.

Tabla A.1: Secuencia (5'-3’) de la plantilla de dsDNA vy los sitios de unién mediante
el sistema de nanoreglas CRISPR-dCas12. El color rojo indica PAM y el rosa la
secuencia de direccion de la proteina dCas12a.
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Tris-HCI 20 mM pH 8,0, NaCl 1 M, imidazol 250 mM. La proteina se mezclé con la
proteasa SUMO y se dializé durante la noche a 4°C en tampon de dialisis (tampdn
fosfato 50 mM pH 6,0, KCI 100 mM, MgClI2 5 mM, glicerol al 10 %, DTT 2 mM) para
eliminar el 6Etiqueta His-SUMO. La proteina escindida se inyecto en una columna
de intercambio catidnico HiTrap SP HP (Cytiva) y se eluyd con un gradiente lineal
de 0 a 50 % de tampén IEX (HEPES-KOH 20 mM pH 7,2, KCI 100 mM, MgCl, 5
mM , 10 % de glicerol, DTT 2 mM). La proteina se purificé adicionalmente mediante
cromatografia de exclusion por tamano en una columna HiLoad Superdex 200 pg
16/60 (Cytiva) en tampon de almacenamiento (HEPES-KOH 20 mM, pH 7,5, KCI
500 mM, glicerol al 10 %) y las alicuotas se almacenaron a -70°C hasta su uso. La
pureza y la identidad de dCas12a se confirmaron mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida y transferencia Western contra 6xHis en dCas12a.

Produccion de crRNAs

El crRNA usado en experimentos de microscopia de fuerza atémica (AFM) fue
producido por transcripcion in vitro de moldes de ADN previamente amplificados por
PCR. Las plantillas se produjeron utilizando dos oligos autocomplementarios:

Fw 5’-GAAATTAATACGACTCACTATAGGTAATTTCTACTCTTGTAGAT-3’ y
Rv 5’-CCCTGGTCAACCAGGTGAACAAGGATCTACAAGAGTAGAAATT-3’

(comprado de IDT). La transcripcion in vitro y la purificacion de crRNA se realizaron
utilizando HiScribe T7 (NEB) y RNA Cleanup kits (NEB), respectivamente.

El conjunto de crRNA para cortinas de ADN se produjo de acuerdo con el siguien-
te procedimiento. Se obtuvieron moldes de ADN parcialmente bicatenario para la
transcripcion in vitro hibridando un oligo de avance largo de 24 nt que codifica el
promotor de la ARN polimerasa de T7:

5" GAAATTAATACGACTCACTATAGG,

con un grupo de cinco oligos inversos de 68 nt de largo:
5-AUGAUGUUCUGCUGGAUAUGCACU-3’,
5’-CCUGACACCGGACGGAAAGCUGAC-3,
5-AAUGUCGGCUAAUCGAUUUGGCCA-3',
5-GCUAGCAAUUAAUGUGCAUCGAUU-3’ and
5-AUGAACGCAAUAUUCACAAGCAAU-3

(comprado de IDT), que codifica la secuencia de crRNA y la regién complementaria
al promotor T7. Los oligonucleétidos directo e inverso se hibridaron a una relacion
de 1,5: 1 (Fw: Rv) en Tris-HCI 10 mM, pH 7,5, NaCl 50 mM, tampd6n EDTA 1 mM,
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se incubaron a 75°C durante 5 minutos y se enfriaron a 25°C durante 25 minutos.
Se utilizé el kit HiScribe T7 para la transcripcion in vitro y el conjunto de crRNA se
purificd con TRizol (Ambion).

Ensayo de cortina de ADN

Se mezcl6 ADN del bacteriofago A (A ADN) (NEB) con oligos biotinilados comple-
mentarios a los extremos cohesivos del ADN )\ en tampdn de reaccion para la ligasa
de ADN T4 (NEB), incubados a 70°C durante 15 minutos y se enfrié a 15°C durante
2 h. Se utilizo ADN ligasa de T4 para la ligacién durante la noche a temperatura
ambiente. Después de la inactivacion de la ligasa con NaCl 2 M, el ADN biotinilado se
purificé en una columna de exclusidn por tamano Sephacryl S-1000 (GE Healthcare).

La celda de flujo se pasivo con una solucion de lipidos (1.954 % DOPC, 0.04 %
DOPE-mPEG2k y 0.006 % DOPE-biotina) en tampén (Tris-HCL 10 mM pH 8, NaCl
100 mM) durante 30 minutos a temperatura ambiente. La celda de flujo se lavé con
tampon BSA (Tris-HCI 40 mM pH 8, MgCI2 2 mM, BSA 0,2mg/ml) y se incubd durante
10 minutos. EI ADN biotinilado en tampén BSA se inyect6 en la celda de flujo y se
lavé el ADN no anclado. Se usé tampon BSA suplementado con NaCl 100 mM, MgCl,
5 mM, DTT 2 mM para la formacion de imagenes.

Las particulas de ribonucleoproteina se prepararon mezclando dCas12a con el
conjunto de crRNA a una proporcion molar de 1:10 en tampén (Tris-HCI 20 mM,
pH 8,0, NaCl 100 mM, MgCI2 5 mM, glicerol al 2%, DTT 2 mM) a 37°C durante 30
minutos. El complejo (10 nM) se inyect6 en la celda de flujo para la unién del ADN
durante 30 minutos a temperatura ambiente. El marcaje de dCas12a se logré con
anticuerpos anti-FLAG conjugados con puntos cuanticos (QD705). C-S10-B se marcd
con maleimida-Alexa488 en una unica cisteina N-terminal.

Las imagenes se adquirieron a 60X con un microscopio Nikon Ti-E invertido con
laser de excitacion de 488 nm. La emisién se divididé con un divisor de haz dicroico
de 638 nm (Chroma) y se capturd con dos camaras EM-CCD (Andor iXon DU897).
Las imagenes se procesaron con FIJI.

Microscopia de fuerza atomica

La particula de ribonucleoproteina (RNP) se ensamblé a partir de dCas12a 'y
crRNA (relacion molar 1: 1,5) en tampon AFM (Tris-HCI 20 mM pH 8,0, NaCl 100 mM,
MgCl; 15 mM, DTT 1 mM) a 37°C durante 20 minutos. La plantilla de ADN (1500 pb)
con cuatro sitios diana dCas12a se anadi6 a la mezcla en una proporcion molar de
40: 1 (RNP: ADN) y se incubé durante 1 a 25°C. La muestra se diluyé 5 veces hasta
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una concentracion final de ADN 1 nM y se depositd sobre una mica recién escindida
durante 10 minutos, seguido de enjuague con 0,5 ml de agua mili-Q filtrada y secado
al aire.

Las imagenes se adquirieron con un microscopio de fuerza atdémica (NanoScope
V, Bruker) en modo ScanAsyst-Air a temperatura ambiente y 1.024 muestras/linea.
Las imagenes se procesaron con el software de analisis NanoScope v1.89 (figura
A1).

a Sistema de nanoreglas CRISPR/dCas12 b AFM
100nm . 100nm . 100nm e 713.1pm
F T T 1 dCasi2a
3! 5
5' 3~~dsDNA
= -3 = = [
gRNA” r 8 X m¥
Atto-647N e
r P - 437.7 pm
0.0 661.5 nm

Figura A.1: Sistema nanoruler CRISPR-Cas, que consta de un ADN de doble hebra
(dsDNA) de 1537 pb con cuatro sitios de union para dCas12a, separados regular-
mente en longitudes de 297 pb ( 100 nm) sobre |la cadena de dsDNA. Para validar
el sistema, primero se obtuvieron imagenes del complejo proteina-ADN a través de
microscopia de fuerza atomica (AFM) en condiciones secas y se midio la distan-
cia entre cada complejo dCas12a. a) Representacion grafica del sistema nanoruler
CRISPR-PAINT. b) Nanoregla CRISPR-PAINT visualizado por microscopia de fuerza
atémica.

Imagenes de muestra nanoreglas de GATTA-PAINT y
CRISPR/dCas12a

La nanoregla GATTA-PAINT 40 RG se proporcion6 como un Unico portaobjetos
listo para la obtencién de imagenes (nanotecnologias de ADN GATTAquant). Tiene
una separacion de 40 nm entre tres sitios fluoréforos cada uno (ATTO 542/ATTO
655) y 80 nm entre los mas lejanos. La formacion de imagenes se realizd en un
microscopio invertido Olympus 1X-81 con iluminacion de fluorescencia de reflexion
interna total (TIRF) con una profundidad de penetracion de 200 nm. La imagen
fue generada por la camara EMCCD iXon 897. Modelo No. DU-879-CS0-# BV. Se
adquirié un conjunto de 300 fotogramas con un tiempo de exposicion de 50 ms, laser
de excitacion de 488 y 561 nm con potencia laser completa (23,1 mW) y un tamano
de pixel de 160 nm. Por M SSR solo se analizaron los primeros 100 fotogramas.
La muestra del nanoruler CRISPR/dCas12a se visualizé en la misma configuracion
que el nanoruler GATTA-PAINT 40RG, con la diferencia de 20 ms como tiempo de
adquisicién y potencia laser. Por M SSR, se utilizé un conjunto de 100 cuadros en
100x100 pixeles para el analisis de imagenes.
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PSFcheck. Microscopy with nanoimager

PSFcheck fue empleado como patrén de fluorescencia inmévil, como muestra
de calibracién (https://www.psfcheck.com). Los patrones fluorescentes se fabricaron
utilizando escritura laser directa a través de pulsos ultracortos de infrarrojos, los
cuales crean regiones de autofluorescencia en un polimero de mezcla epoxi de dos
partes intercalado entre un cubreobjetos y un portaobjetos del microscopio [42].

La muestra emite fluorescencia en un espectro de emision de banda relativamente
ancha, lo que permite al experimentador utilizar diferentes conjuntos de filtros para la
adquisicion en diferentes canales de fluorescencia. Su espectro de excitacion varia
de 470 a 610 nm (pico 495) y, en general, la banda de deteccion comienza en una
longitud de onda 30 nm mas larga que la longitud de onda de excitacion.

Uno de los patrones consiste en una matriz 3D de pequenas caracteristicas de la
carcasa de 1 micrometro de diametro. Cada caracteristica de la cascara tenia una
separacion de 10 micrometros de otras caracteristicas pequenas dentro del mismo
plano 2D; y la matriz 3D constaba de 3 de estas capas separadas 10 micrometros
entre si. El grosor fluorescente de una carcasa es pequeno en comparacion con el
PSF, por lo que se calcul6 que el FWHM promedio en varias caracteristicas era de
208 nm en un microscopio SIM.

Se obtuvieron las imagenes de este patron usando el Nanolmager-S (modo TIRF)
equipado con un objetivo de inmersion en aceite 100X, 1.4 NA. La muestra de
PSFcheck se excité con laser de 561 nm y la fluorescencia emitida se adquirié en
el Filtro de Emision 2: Banda 1 575-616.5 acoplado a un sCMOS Hamamatsu Orca
Flash 4.0 V2. El tiempo de adquisicion fue de 33 ms.

Infeccion e inmunofluorescencia de células de rotavi-
rus

El cultivo celular y la infeccion se realizaron como se describié anteriormente
en [46]. Brevemente, las células MA014 (American Type Culture Collection; ATCC:
CRL-2378.1; RRID: CVCL _3846) cultivadas en cubreobjetos de vidrio se infectaron
con rotavirus RRV (obtenido de Harry B. Greenberg, Stanford University) en una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 1 como se describié anteriormente [107].
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Configuracion optica para visualizacion y reconstruc-
cion de imagenes de maquinarias de replicacion de
rotavirus por M SSR

Todas las mediciones de imagenes para las reconstrucciones se realizaron en
una configuracion de microscopio invertido Olympus IX-81 para excitacion de fluo-
rescencia de reflexion interna total (TIRF) (Olympus, iluminador cellTIRFTM). El
angulo critico se establecié de manera que el campo de evanescencia tuviera una
profundidad de penetracién de 200 nandmetros (software Xcellence v1.2, solucién
de imagenes blandas Olympus GMBH). Las muestras se iluminaron continuamente
usando fuentes de excitacion dependiendo del fluoréforo en uso. Los tintes Alexa
Fluor 488 y Alexa Fluor 568 se excitaron con un laser de estado sdlido bombeado por
diodos de 488 nm o0 568 nm, respectivamente. La seleccion del haz y la modulacién
de las intensidades del laser se controlaron mediante el software Xcellence v.1.2.
Se utilizé un conjunto completo de cubos de laser multibanda para discriminar las
fuentes de luz seleccionadas (LF 405/488/561/635 A-OMF, Bright Line; Semrock).
La fluorescencia se recogi6 utilizando una lente de objetivo de inmersion en aceite
Olympus UApo N 100x = 1: 49 de apertura numérica, con una lente de aumento inter-
medio adicional de 1,6x. Todas las peliculas se grabaron en una regién de 128x 128
pixeles de una camara de dispositivo acoplado de carga multiplicadora de electrones
(EMCCD) (iXon 897, modelo No: DU-897E-CS0-#BV; Andor) a 100 nm por pixel , y
dentro de un intervalo de 50 ms (100 imagenes por excitacion fluorescente). Para la
reconstruccion de la imagen por M SSR, la amplificacion (AMP en el complemento)
de la imagen se establecio en 5, el tamano del PSF en pixeles (PSF en el comple-
mento) se establecié en 3 y el orden (Orden en el complemento) se establecio en
1 para todas las imagenes. Ademas, se utilizé la opcion de calculo paralelo para
la reconstruccién de una sola imagen y para el analisis temporal de 100 imagenes
utilizando la opcion Mean.

Imagenes en vivo de la exocitosis acrosomal del esper-
ma y la dinamica de la F-actina

El medio no capacitante (NC) utilizado fue un Toyoda-Yokoyama-Hosi modificado
(TYH modificado) que contiene 119,3 mM de NaCl, 4,7 mM de KCI, 1,71 mM de
CaCl,.2H,0, 1,2 mM de KH,PO,, 1,2 mM MgSO,.7H,0, 0,51 mM de sodio piruvato,
glucosa 5,56 mM, HEPES 20 mM y gentamicina 10 ug/ml. Para las condiciones de
capacitacion se anadieron (CAP) NaHCO; 15 mM y BSA 5 mg/ml.

Los animales se sacrificaron y se recogidé esperma de raton del epididimo de
la cola. Ambos epididimos de la cola se colocaron en 500 pl de NC. Después de
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15 minutos de incubacion a 37°C, se extrajo el epididimo. Los espermatozoides se
preincubaron durante 10 minutos en presencia de SiR-actina 100 nM en NC. Una
vez cargados, los espermatozoides se incubaron durante otros 60 minutos en CAP,
la concentracion de SiR-actina fue de 100 nM durante todo el experimento.

Los espermatozoides se inmovilizaron en cubreobjetos recubiertos con
concanavalina-A (1mg /ml). A continuacién, la camara se llendé con medio de gra-
bacion (NC) que contenia SiR-actina 100 nM y FM4-64 0,5 M. Se obtuvieron cien
imagenes cada 30 segundos durante 20 minutos utilizando el Oxford Nanolmager,
ONI (Universidad de Oxford). Para la excitacion de SiR-actina, se utilizé un laser de
640 nm y para la excitacién de FM4-64 se utilizd un laser de 561 nm.

Plantas y condiciones de crecimiento de Arabidopsis
thaliana

Las semillas de Arabidopsis thaliana se esterilizaron en la superficie, se germi-
naron y se cultivaron en medio 0.2x Murashigue y Skoog (preparado en base al
medio Linsmaier y Skoog L477; Phyto Technology Laboratories, Lenexa, KS, EE.
UU.), PH 5.7, suplementado con vitaminas (0,1mgl~! piridoxina, 0,1 mg I-! acido
nicotinico), sacarosa al 1 % y agar al 0,8 %. Las plantas se cultivaron en una camara a
21°C, fotoperiodo claro/oscuro de 16/8 h y una intensidad de luz de 105u.mol fotones
m—2s 1,

Las imagenes confocales de la doble linea transgénica, un F1 de un cruce entre
plasmalemma pUBQ10 :: NPSN12-YFP [30] y lineas marcadoras p35S: H2B: RFP
[40] nucleares, se obtuvieron con un microscopio Zeiss Axiovert 200M equipado
con un C- APOx63, objetivo 1.2 NA (Oberkochen, Alemania) y un sistema confocal
acoplado con una fuente laser de 488 nm, un cubo de filtro con filtros de paso-
banda de 525/45 nm y 630/92 nm para emision de proteina fluorescente amarilla
y roja, respectivamente, y una etapa XY de recorrido de motor lineal y una etapa
piezoeléctrica de eje Z con controladores (Thorlabs, Inc. Newton, Nueva Jersey, EE.
UU.). Se emple6 un tamano de pixel XY de 404 nm y el tamano de paso Z de 500 nm.
La imagen final en la Fig. 5.18a-c es de una proyeccién en Z de diez cortes con el
modo de cortes SUM y el FIJI LUT usado para los canales rojo y verde fueron “Cyan
Hot” y “Magenta”, respectivamente.

Una linea marcadora nuclear, p35S: H2B: RFP, fue fotografiada con un mi-
croscopio confocal Olympus FV1000-1X81 invertido equipado con un objetivo
LUMFLNtimes60, 1.3 NA S. El laser de 543 nm se utilizé para excitar RFP y la
luz emitida se filtr6 con BA560-660. Se empled un tamano de pixel XY sobremues-
treado de 41 nm y el tamano de paso Z de 100 nm. La imagen final en la Figura
5.18d fue hecha por una proyeccion Z de 86 cortes con el modo de intensidad MAX 'y
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el LUT usado fue “Royal” de FIJI [90].

Se realizaron imagenes de microscopia de iluminacion de plano selectivo (SPIM)
de las células de la raiz de A. thaliana sobre una raiz primaria transgénica que expresa
p35s: H2B-R con un sistema SPIM interno inspirado en el proyecto OpenSPIM
[https://doi.org/10.1038/ nmeth.2507], con algunas modificaciones de configuracién
del disefio original. Brevemente, la ruta de iluminacién consiste en un combinador
laser C-flex que proporciona fuentes de excitacion laser a 405, 488, 561, 638 nm
(Hubner Photonics, Cobolt Series 01-06, DPL para 561 y MDL para 405,488,638), que
esta acoplado al Optica SPIM a través de una Unica guia laser multimodo (Fibra éptica
con salida FC-APC). La luz laser se enfoca en un plano horizontal con forma de lente
cilindrica (Thorlabs ACY254-050-A, f = 50,0 m+1 %, () 25,4 mm, revestimiento AR:
350 - 700 nm). El plano focal de la lente cilindrica se obtiene mediante un telescopio
en el plano focal posterior del objetivo de iluminacion (Olympus UMPLFLN10XW,
inmersion en agua 10X, NA = 0,3 mm WD = 3,5 mm). La hoja de luz de excitacion
esta confinada dentro del area de imagen por una hendidura (Thorlabs VA100 / M,
hendiduras mecanicas ajustables, rosca interna = 2,4 mm), que se coloca en el centro
del telescopio. La hoja de luz resultante tiene una cintura de haz de aproximadamente
3 um en el plano focal del objetivo de iluminacion. La unidad de deteccion consta de
un objetivo de inmersidn en agua 20X (Olympus UMPLFLN20XW, NA = 0,5 mm WD
= 3,5 mm), una lente de tubo (&J 60 mm x 104 mm), un juego de filtros de emision de
paso de banda multiple (Semrock, FF01-446 / 523 / 600 / 677-25 BrightLine, @ 25
mm x 3,5 mm) y una camara sCMOS con 82

Microscopia confocal de barrido laser

La obtencion de imagenes de la linea transgénica doble, F1 de un cruce entre
plasmalema pUBQ10 :: NPSN12-YFP [63] y lineas marcadoras nucleares p35S:
H2B: RFP [64], se realizd con un microscopio Zeiss Axiovert 200M equipado con
un Objetivo C-APOx63, 1.2NA W (Oberkochen, Alemania) y un sistema confocal
acoplado con una fuente laser de 488 nm, un cubo de filtro con filtros de paso
de banda de 525/45 nm y 630/92 nm para la emision de proteinas fluorescentes
amarillas y rojas, respectivamente, y una etapa XY de recorrido de motor lineal y
una etapa piezoeléctrica del eje Z con controladores (Thorlabs, Inc. Newton, Nueva
Jersey, EE. UU.). Se implementaron el tamano de pixel XY de 404 nm y el tamano de
paso Z de 500 nm. La imagen final en la Fig. 7 a, byc fue hecha por una proyeccion
Z de diez cortes con el modo SUM cortes y los LUT de FIJI usados para los canales
rojo y verde fueron “Cyan Hot” y “Magenta”, respectivamente.

Para mejorar la resolucién de la senal de Histona H2B: RFP, se obtuvieron
imagenes de una linea marcadora nuclear, p35S: H2B: RFP, con un microscopio
confocal invertido Olympus FV1000-1X81 equipado con un objetivo LUMFLNx60,
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1.3NA S. El laser de 543 nm se utiliz6 para excitar RFP y la luz emitida se filtr6 con
BA560-660. Se implementaron el tamafno de pixel XY de 41 nm y el tamafo de paso
Z de 100 nm. La imagen final en la Figura 7d fue hecha por una proyeccién Z de 86
cortes con el modo de intensidad MAX y el LUT usado fue “Royal” de FIJI.



Apéndice B

Interpolacion de imagenes

La operacion de interpolacion aplicada a imagenes digitales puede tener muchos
objetivos y aplicaciones, en este trabajo sblo se va referir al caso que se aumenta
el tamano de la imagen. La meta final es variar las dimensiones de la imagen de
tal forma que la imagen resultante sea lo mas parecido a la original. Asi, cuando se
aumenta el tamano de una imagen discreta, los pixeles originales se complemen-
tan con nuevos pixeles interpolados. A continuacion se describen los métodos de
interpolacion mas utilizados en la literatura.

Interpolacion vecino mas cercano

Este es el método mas basico y con menos costo computacional, en el que sélo se
tiene en cuenta el pixel mas cercano de la imagen original al interpolado. A cada uno
de los pixeles interpolados se le asigna el valor de su pixel vecino mas cercano sin
tener en cuenta los valores de pixeles vecinos. Visualmente puede ser interpretado
como agrandar el tamano de cada pixel en la imagen original. En la figura B.1 se
muestra un esquema de el proceso del procedimiento anteriormente explicado.

110
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a Imagen Original b Rellenar Espacios en Blanco C Imagen Resultante

T

{

Figura B.1: Interpolacion de vecino mas cercano. a) Imagen original de dimension
4x4. b) Interpolacion de la imagen a) al doble de su tamano. Los pixeles nuevos
toman el mismo valor que su pixel vecino mas cercano. c) Imagen resultado de la
interpolacién, quedando con dimensién 8x8.

Interpolacion bilineal

La interpolacién bilineal esta basada en usar el promedio ponderado de los 4
pixeles mas cercanos de la imagen original respecto al pixel interpolado. El resultado
da una imagen suavizada en comparacion con el método de vecino mas cercano.

Supongase que se tienen cuatro pixeles pi, p2, p3, p4 con coordenadas (1, yz),
(x2,71), (z2,91), (z2,y2) € intensindades fi, fa, f3, f1 respectivamente. Se quiere
determinar la intensidad del pixel ¢ en la posicidén subpixélica (z, y) (punto rojo) como
se muestra en la figura B.2.

p1 (X1,¥1) P2 (X2,y1)
|
m—mmmmm———— - *- .
I I I
A1 AZ
! 1q (x,y) ! Pixel en imagen original
S Nt A _-- { g g
I I I
1 1 | @ Pixel interpolado
1 I I
! ! ! A: Regiones asociadas a pixeles
A | A |
I 3 4 I
I I I
| I |
i I i
@ ---q-—=-===== -
Ps (X1,Y2) P4 (X2,¥2)

Figura B.2: Esquema de interpolacion bilineal. El valor del pixel interpolado ¢ en la
posicién (z,y) va estar determinado por las areas A; y las intensidades de sus cuatro
pixeles mas cercanos.
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La férmula de interpolacion va a estar dada por:

B (2 — ) (y2 — ) (z—21)(y2 — y)
fla) = f(pl)m_x1 - )+f(pz) +

X
I
(r2= )0y 1)
(w2 — 21)(y2 — 41)
= )5+ )2+ ) 21 0
A

S )AL+ F(p2) s + f () s + S

f(ps) + f(pa)

donde A = A; + A, + A3 + A, es el area total encerrada entre los cuatro pixeles.
Interpolacion bicubica

La interpolacion bicubica es el método mas usado en el escalado de imagenes
con el cual se preservan detalles de la imagen original con buena precision. Las
imagenes remuestreadas con interpolacién bicubica son mas suaves y tienen menos
tendencia a crear artefactos que los métodos anteriormente expuestos.

A diferencia de la interpolacion bilineal, en la interpolacion bicubica se consideran
16 pixeles en una vecindad de 4 x 4 de la imagen orignal respecto al pixel interpolado.
Este método es una extension de la interpolacién cubica (caso unidimensional) al
caso bidimensional, su formula esta dada por:

3 3
=) aiplain ), (B.1)
0

=0 j=

donde a; ; son los coeficientes asociados a cada pixel, v(z',y') es el valor del pixel
interpolado (punto rojo), p(x;,y;) es valor del pixel de la imagen original ¢, y 4, son
las distancias entre z’, z y v, y respectivamente, como se muestra en la figura B.3.
La parte ingeniosa es determinar los 16 coeficientes asociados a los pixeles, lo que
conlleva a resolver un sistema de 16 ecuaciones. Sin embargo, en la practica no se
procede de esta manera ya que seria de alto costo computacional, por lo que se usan
splines cubicos de interpolacion. La formula empleando el ntcleo de Catmull-Rom
esta dada por la expresion:

(—c+2)x*+ (c—3)2?+1 si0<z<l1
cubic(z) = —cx® +5cx® —8cx +4c  Sil<z<2 . (B.2)
0 otro caso
donde ¢ es un parametro que controla el grado de suavidad de los valores de los

. : , . 1 L
pixeles interpolados respecto a sus vecinos, siendo ¢ = 3 el valor éptimo.
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@ Pixel p en imagen original

@ Pixel g interpolado

By (x;,y;): coordenadas del pixel p
‘S‘i:x, v) (x',y'): coordenadas del pixel q
6x: Distancia entre x; y x'
2@ ® ® ® Y

oy: Distancia entrey; y y'
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Figura B.3: Esquema de interpolacion bicubica. El valor del pixel interpolado g en la
posicon (x,y) va estar determinado por las funciones de peso a; ; y los valores de sus
16 pixeles mas cercanos p; ;.

En la figura B.4' se muestra un ejemplo a modo de comparacion de los tres
métodos de interpolacion descritos anteriormente. La flecha negra, en las regiones
ampliadas, indica una zona en que se diferencian las imagenes resultantes. Notar que
con la interpolacion de vecino mas cercano la imagen queda pixelada, para los otros
dos casos la interpolacion presenta un mejor suavisado. La interpolacion bicubica es
la que ofrece menor pixelacion y conservacion de los detalles de la imagen.

Vecino mas cercano Bilineal BicUbica

Figura B.4: Resultados de interpolaciones de vecinos mas cercano, bilineal y bicubica
al procesar una imagen digital. La flecha sefala una regiéon a modo de comparacion
entre los tres métodos. La interpolacion bicubica es la que ofrece mejores resultados.

'Imagen tomada de http://sipi.usc.edu/database/database.php?volume=misc&image=4#
top.
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Apéndice C

Minimizacion de malla

Ocasionalmente, las reconstrucciones proporcionadas por M SSR pueden presen-
tar un patrén en forma de malla al realizar el analisis temporal; este es un artefacto
relacionado con el paso de interpolacion que forma parte del algoritmo de superresolu-
cion. M SSR utiliza interpolacion bicubica, que ofrece mejores resultados en términos
de calidad de imagen general en comparacion con otras opciones disponibles (vecino
mas cercano, bilineal).

En esta seccidn se muestra una explicacion del origen de la malla, se descri-
be el proceso de minimizacion (en adelante denominado 'compensacién’) y una
comparacion entre los datos con y sin dicha compensacion.

Razonamiento detras del algoritmo

La figura C.1 muestra un ejemplo del resultado obtenido de una secuencia de
imagenes procesada con interpolacion y cdmo se ve afectada. Una secuencia de
imagenes blancas contaminadas con ruido EM-CCD (usando un cédigo personalizado
escrito en R basado en la teoria y ecuaciones proporcionadas por Hirsch en [108]) y
un valor de amplificacién de 5 se muestra en la figura C.1a; una estructura similar
a una malla se puede percibir facilmente ya que las lineas verticales y horizontales
se distribuyen uniformemente por todo el marco (panel inferior en la figura C.1a).
Después de un analisis cuidadoso de los perfiles de linea en la figura C.1c, se puede
concluir que:

= |a distancia (en pixeles) entre los maximos de malla es igual al valor de amplifi-
cacion.

» Estas lineas (malla) corresponden a los minimos locales y el punto medio entre
ellos a los maximos.
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= La distancia entre un maximo y un minimo locales es la mitad del valor de

amplificacion.
a — b C $
. ‘o ‘ . 2 . -~
oY “ - regién am_phada _ﬁ_'f
23 ~ o
28 .
w 2 2
EL [
£ o)
E=l
=

regiéon ampliada

Intensity de pixeles

Figura C.1: Ejemplo del resultado obtenido de una secuencia de imagenes procesada
con interpolacion y cémo se ve afectada. a) Secuencia de imagenes interpoladas sin
presencia de emisores y su proyeccion de varianza (donde es evidente la presencia
de la malla). b) Region ampliada de las imagenes en a). ¢) Perfiles de linea corres-
pondientes a los valores de pixeles a través de las lineas de puntos cian en los ROIs
ampliados. Los primeros quince fotogramas se muestran en el grafico superior en c).
Las lineas de puntos azules en c) representan la posicion de los valores maximos de
la malla a lo largo del perfil de la linea.

Cuando se produce el proceso de interpolacion, se genera un gradiente de
intensidades entre los pixeles originales y los que se generan durante el proceso;
esto se debe a que la funcién de interpolacion promedia valores que estan cerca
del punto que se esta generando. Para cada pixel nuevo, cuanto mas cerca esté
del original, mas se parecera. Esto significa que, si un nuevo pixel se encuentra en
un punto intermedio entre dos pixeles, su valor se vera afectado por la informacion
de ambos lados y lo mas probable es que sea un promedio de ambos. Cuando
este proceso se repite sobre la pila con intensidades de pixeles muy similares, los
nuevos pixeles (en posiciones intermedias) en cada imagen tenderan a conservar
la semejanza entre si (panel superior en la fig. C.2c), y por lo tanto provocando que
la varianza sea bastante baja. En el panel superior de la fig. C.2c, parece que los
valores de los pixeles que coinciden con las lineas de puntos azules tienen una mayor
dispersion; corresponden a los pixeles generados que fueron los mas cercanos a los
originales durante el proceso de interpolacion.

Para compensar este efecto de “malla”, se realiza un cambio de informacién en
dos direcciones para cada eje, lo que da como resultado cuatro cambios totales
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y, por lo tanto, genera cuatro imagenes adicionales (figura C.2). La magnitud del
desplazamiento en cualquier direccion es igual a la mitad del valor de amplificacion,
ya que corresponde a la distancia desde un maximo local dado y su minimo. Estas
cuatro imagenes adicionales junto con la original se promedian y el resultado es la
nueva imagen compensada.

Desplazamientos

Izquierda Derecha

Regién Original

Figura C.2: Esquema de la compensacion de malla. Se generan un total de cuatro
imagenes adicionales como resultado del desplazamiento espacial de la informacion
de pixeles a ambos lados de cada eje.

Comparacion entre datos compensados y ho compen-
sados

Se utilizd un conjunto de datos sintéticos (figura C.3) y experimentales (figura C.4)
para evaluar efectividad del algoritmo de minimizacién de malla.

Se utilizé una secuencia de imagenes sin emisores contaminadas con ruido EM-
CCD y los datos sintéticos SynEx2'" con y sin ruido EM-CCD para demostrar el efecto
de minimizacién de malla durante el proceso de interpolacion bicubica.

'La secuencia de imagenes fue tomada del sitio https://sites.google.com/site/uthkrishth/
musical
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La falta de ruido en los datos sintéticos reduce notablemente la generacion de
artefactos visibles, mientras que la presencia de ruido aumenta enormemente su
aparicion. Ejemplos se muestran en la figura C.3 donde las imagenes contaminadas
con ruido (figura C.3a) es evidente la malla generada, mientras que en las imagenes
carantes de ruido (figura C.3b) no se observa este efecto. El efecto de "malla’siempre
tendra lugar cuando se analicen datos experimentales reales, debido al ruido que
se introduce intrinseca e inevitablemente a lo largo del proceso de obtencion de
imagenes en cualquier sistema éptico.
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Figura C.3: Ejemplos del resultado de la interpolacion bicubica y compensacion de
malla en una imagen con ruido (a) y sin ruido (b).

Se utilizé una secuencia de datos experimentales para demostrar el efecto de
minimizacion de "mallado”durante el proceso de M SSR. En las figuras C.4ay C.4b
se presenta una comparacion de los resultados antes y después de la compensacion.
Primero, el analisis de M SSR fue aplicado en una sola imagen (primera imagen de la
secuencia, figura C.4 primera fila). Luego, el analisis con M SSR se realiz6 en toda la
secuencia con tres funciones temporales (TPM, Mean, y Var) cuyas propiedes varian
de acuerdo al grado de parpadeo de los fluoréforos (figura C.4 filas 2-4).

Como se puede observar, el uso de M SSR sin compensacion en una sola imagen
no genera artefactos visibles, pero cuando el proceso se realiza sobre una secuencia
de imagenes y se aplica un analisis temporal, la malla puede emerger. La figura
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