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técnica de microscopia electrénica de biomoléculas en estado criogénico.
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Resumen

El analisis de particulas individuales en crio-microscopia electrénica (Crio-EM SPA)
es una técnica mediante la cual se pueden obtener mapas 3D que luego permiten resolver
las estructuras de biomoléculas; esto resulta relevante, porque en la actualidad existe
evidencia de que poseer informacién de la estructura 3D de las biomoléculas es esencial
para entender su funcionamiento y los cambios estructurales y funcionales de éstas.

La técnica consiste en generar proyecciones ortogonales de un conjunto grande de
copias (decenas de miles) de una misma biomolécula, orientadas de forma aleatoria;
esto es equivalente a “ver” la misma biomolécula desde diferentes puntos de vista. Sin
embargo, debido a que las orientaciones o “poses” de las proyecciones experimentales
generadas no son conocidas a priori, éstas deben ser determinadas, generalmente
comparando las proyecciones experimentales contra las generadas a partir de un
volumen de referencia o mapa inicial. La estimacion de la orientacién para cada
proyeccién experimental no es trivial debido entre otros factores a la baja relacién senial-
ruido que éstas poseen, generalmente de 10 a 100 veces mas ruido que senal en cada
proyeccion.

En el campo de biologia estructural se sabe que la calidad de los mapas 3D que
se pueden obtener mediante Crio-EM depende de forma critica de que las posibles
orientaciones a partir de las que fueron generadas las proyecciones experimentales sean
lo mas precisas posible. Sin embargo, la complejidad del problema implica la presencia
de multiples minimos locales en la funcién de optimizacion.

Aunque en la actualidad existen muchos algoritmos para estimar las orientaciones

de las proyecciones experimentales, todos ellos haciendo esfuerzos por tener el
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menor numero de asignaciones erréneas, en menor o mayor medida estos errores
se presentan y afectan de forma negativa la resolucién de los mapas que pueden
alcanzar. Adicionalmente, ninguno de los algoritmos existentes para hacer asignacién
de orientaciones de proyeccion hacen una validacién de sus propias asignaciones.

En el presente trabajo, propusimos un enfoque para validar las asignaciones de
orientaciones hechas por diferentes algoritmos, de manera que se pueda evaluar la
cantidad de proyecciones del conjunto final que posiblemente tienen una asignacién
erréonea y que podrian afectar la resoluciéon final del mapa reconstruido. Para esto se
utilizé un enfoque basado en el procesamiento de sefiales con soporte en graficos, que
permite incluir en el proceso, la relacion espacial que deberian tener orientaciones
vecinas en el entorno de medidas de similitud que resulta de comparar cada proyeccion
experimental contra todas las proyecciones de referencia que se generan a partir del

mapa inicial.



Capitulo 1

Introduccion

Las macromoléculas biolégicas (biomoléculas) son esenciales para la vida y son
responsables por todas las tareas basicas que se realizan a nivel molecular, tales como
las transcripcién de material genético, tareas immunolégicas o transmision y recepcion
de mensajes. Las biomoléculas se pueden clasificar en las siguientes cuatro categorias:
proteinas, fosfolipidos, polisacaridos y el material genético; de éstas, las proteinas tienen
un papel relevante debido a la cantidad de tareas de las que son responsables. El tamaiio
de estas biomoléculas se encuentra en el rango nanométrico, por ejemplo, los anticuerpos
tienen una longitud de 10 - 15 nm, el diametro de una molécula de hemoglobina es de
alrededor de 6 nm, el diAmetro de una molecula de insulina es de alrededor de 3 - 4
nm y la cadena doble helice de ADN tiene un radio de alrededor 1 nm. Estructuras tan
pequenas requieren de modalidades de imagenologia que puedan producir informaciéon
fiable en el rango atémico.

En la actualidad existe evidencia muy fuerte de que poseer informacién de la
estructura tri-dimensional (3D) de las biomoléculas es esencial para el entendimiento de
su dinamica y cambios, tanto estructurales como conformacionales [1]. Ademas, una vez
que se tiene conocimiento de la estructura de las biomoléculas pueden ser determinados
los compuestos que pueden unirse a ella (por ejemplo, hormonas y toxinas entre otros), de
manera que ademas de dilucidar los mecanismos de funcionamiento de las biomoléculas
se abre paso al desarrollo de aplicaciones tales como disefio de medicamentos e ingenieria

de proteinas [1, 2, 3, 4].
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Debido a la importancia que tiene una determinacion confiable de la estructura
de biomoléculas, en las ultimas décadas han habido una gran cantidad de esfuerzos
orientados al desarrollo de técnicas para dilucidar dichas estructuras y la Microscopia
Electrénica en condiciones criogénicas, conocida también como Crio-microscopia
Electronica o Crio-EM, se ha convertido en la mas ampliamente usada debido a
su flexibilidad y buenos resultados. Antes de que Crio-EM se hiciera popular en la
comunidad dedicada a la Biologia Estructural, las técnicas mas ampliamente usadas
para obtener informacion sobre la disposicion estructural de las biomoléculas eran la
Cristalografia de rayos-X y la espectroscopia por Resonancia Magnética Nuclear (RMN),
también conocida como RMN de proteinas [2]. Hoy en dia, a pesar de que estas técnicas
siguen siendo usadas, Crio-EM es preferida por muchos investigadores que buscan
resolver la estructura de biomoléculas.

La técnica de Cristalografia de rayos-X se basa en la difraccion de este tipo de
radiacién a su paso por sélidos en estado cristalino y tiene su aplicacién en el estudio de
materiales (incluyendo materiales biolégicos). Se puede decir que la mayor limitacion de
la técnica esta en la necesidad de que las muestras se encuentren en estado cristalino, ya
que es necesaria la deshidratacion de las muestras (lo cual causa cambios estructurales);
ademas, en el caso de muchas proteinas y otras biomoléculas, éstas ni siquiera pueden
ser cristalizadas [4].

Por otra parte, la espectroscopia por RMN hace uso de la radiacién electromagnética,
en el rango de las radiofrecuencias, emitida por los niicleos atémicos que son excitados al
ser sometidos a un campo magnético externo (aquellos que tienen nimero atémico impar
o momento magnético distinto de cero), para generar mapas de la distribucién del objeto.
En Biologia Estructural varios de los nicleos mas importantes de la quimica orgéanica
cumplen con esta condicion, sin embargo, esta técnica esta principalmente enfocada a
proteinas pequeiias y medianas. Esta limitacién se debe principalmente a la rapidez con
que decae la magnetizacién en biomoléculas de gran tamarfio, dificultando la deteccién
de la serial [4].

Como se mencioné antes, una alternativa a las técnicas mencionadas es Crio-

EM, la cual es esencialmente una modalidad tomografica de imagenologia en la que
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dependiendo, basicamente, de si se desea analizar una sola biomolécula o un conjunto
de ellas se pueden tener dos enfoques: Tomografia Electrénica y Analisis de Particulas
Individuales (ET y SPA por sus siglas en inglés, respectivamente); en este proyecto
resolvemos un aspecto del proceso de la modalidad de particulas individuales y por ello
nos concentraremos en ella. En ambos enfoques se utiliza un microscopio electrénico
de transmisiéon (TEM) que se puede considerar similar al microscopio 6ptico tradicional
pero invertido (uno que tiene el emisor en la parte superior y los detectores al fondo) y
que utiliza un haz de electrones para formar las imagenes. En principio la resolucion
espacial que se podria alcanzar usando electrones acelerados estaria en el orden de los
picémetros (1 x 10712 m), la cual estaria asociada a la longitud de onda que se podria
alcanzar con ciertos potenciales de aceleracién [5]. Para enfocar el haz de electrones, el
microscopio posee electroimanes que actian como lentes en un microscopio 6ptico. El
interior del microscopio se mantiene al vacio porque los electrones pueden interactuar
con cualquier atomo que se encuentre en su camino entre la fuente emisora y los
detectores; esta condicion de operacion tiene consecuencias importantes para estudiar
las biomoléculas. De manera similar a los microscopios 6pticos, los miscroscopios
electronicos de transmisién tambien sufren de varios tipos de aberraciones, pero algunas
de ellas son mas complicadas de corregir cuando se usan electrones y electroimanes. Otra
caracteristica importante de un TEM es que posee una profundidad de campo infinita
(todos los objetos en la trayectoria de los electrones se encuentran en foco).

El hecho de que un TEM opera en condiciones de vacio hace necesario proteger a
cualquier material bioldgico, ya que el alto contenido de agua en éstos hace que sea
proclive a evaporarse cuando se encuentra al vacio. Para proteger el material biolégico
bajo estudio, histéricamente, se han implementado varios metodos; por ejemplo, la
utilizacién de particulas metalicas que forman una capa de proteccién alrededor de la
muestra biolégica. Esta técnica se conoce como tincién negativa (negative staining) y es
un método que todavia se utiliza para obtener iméagenes de biomoléculas, pero que tiene
el inconveniente de que limita la resolucion de las imagenes al tamaio de las particulas
metalicas, lo cual puede modificar la estructura de las muestras biolédgicas; el haz de

electrones no penetra la estructura interna de las muestras de manera que sélo se crean
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imagenes del “molde” de la muestra biolégica. En la actualidad, la forma de preservacién
de especimenes bioldgicos que afecta menos la resolucién y no interfiere con la estructura
es la utilizacién de hielo vitreo (es decir, que no forma cristales) y es por ello que estas
modalidades se conocen como Crio-EM.

En la modalidad de particulas individuales se adquiere una sola imagen (micrografia)
de la muestra que contiene copias multiples (generalmente en el rango de miles o decenas
de miles) de una biomolécula purificada que dan lugar a imagenes (mas pequeiias) de
cada copia de la biomolécula que se utiliza para producir el mapa 3D de su densidad de
potenciales de Coulomb! [6]; aunque la hipétesis es que se purifica una biomolécula, en
la practica no siempre es asi y las muestras pueden contener mas de una biomolécula
0, mas importante, biomoléculas en diferentes estados conformacionales (en particular,
las proteinas tienen un alto grado de flexibilidad que les permite estar en varios
estados funcionales). La idea basica detras de esta técnica es que todas las copias de
la biomolécula se orientan de forma aleatoria en el hielo vitreo durante la preparaciéon
y durante la adquisicién produciendo miiltiples vistas de la misma biomolécula en la
micrografia (ver Figura 1.1); este esquema de adquisicion permite evitar el dafio excesivo
a la biomolécula purificada al permitir varias orientaciones en una sola imagen. A pesar
de este esquema de adquisicion, se utilizan dosis bajas de radiacién para evitar dafio a
la muestra biolégica, lo que resulta en micrografias con una baja relacién sefial-ruido
(SNR) (en el orden de 1/10 a 1/100).

Una caracteristica importante en Crio-EM es que cada imagen 2D es considerada una
proyeccion individual de la biomolécula, debido principalmente al reducido espesor de la
muestra (del orden 10-100A) y la baja densidad electrénica de sus elementos quimicos
constituyentes; estas caracteristicas proporcionan una débil interaccion entre la muestra
y el haz de electrones de la fuente, de manera que se considera que muy pocos electrones

interactian con algunos nicleos de la muestra y en caso de hacerlo esta interaccién es

'En el caso de TEM el potencial de Coulomb estéd relacionado con el efecto que tiene cada ntcleo del
material sobre los electrones que pasan cerca. Cuando un electron en su trayectoria del emisor a los
detectores pasa cerca del nticleo de un atomo, puede ser desviado debido a que entra en la zona de accién del
potencial de Coulomb asociado a la carga neta positiva (en el nicleo), mientras es desviado de su trayectoria
original, el electrén puede emitir energia y sufrir un cambio de fase hasta que abandona la zona de accién
del potencial del nicleo.
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tan débil que el electrén sufre “s6lo” un cambio en su fase, es decir que es poco probable
que pierdan energia o sean absorbidos [7].

Es importante resaltar que un requisito importante de cualquier modalidad
tomografica es el conocimiento preciso de la orientacién de cada proyecciéon; entre més
exacta sea esta informacion, més precisa es la informacién contenida en el mapa 3D
al final. Sin embargo, como se presentara también mas adelante en mayor detalle, una
caracteristica indeseable en Crio-EM SPA es que la informacién sobre la orientacién
de cada proyeccion de la biomolécula es desconocida. De manera que se hace necesario
obtener esta informacién mediante algiun proceso de correspondencia que permita la
reconstruccion tomografica de un mapa 3D que sea compatible con las proyecciones

obtenidas en el microscopio.

Se espera que existan multiples
copias de la misma particula,
en orientaciones aleatorias

Caiién de electrones

Lentes
condensadores “

Lentes objetivo ﬂ

Objeto i

Apertura .
Para cada particula
el paso de electrones
genera una "proyeccién”
Lentes
proyectores
Imagen

Orlova & Saibil, "Structural Analysis of
Macromolecular Assemblies by Electron Microscopy"

Figura 1.1: Esquema de formacion de imagen en microscopio electrénico de transmision
y su uso en Crio-EM SPA.

La popularidad de la que goza la técnica Crio-EM se debe a la forma en la que fue
diseniada para sobrellevar las limitaciones de otras técnicas usadas para determinar
las estructuras en Biologia Estructural [2, 3, 4]. Algunos de los aspectos histéricos
importantes relacionados con el desarrollo de la técnica se presentan a continuacion.

Los doctores Robert Glaeser en [8] y Jacques Dubochet en [9] mostraron que una
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de las maneras para conservar las caracteristicas de alta resolucién de biomoléculas
en su estado hidratado, ademas de reducir el dafio causado por el haz de electrones,
era usar crio-proteccion (usando hielo vitreo que se forma al utilizar soluciones de
congelamiento ultra-rapido). Por otra parte, el desarrollo de los llamados Detectores
Directos de Electrones (DEDs, por sus siglas en inglés), gracias a su sensibilidad y
velocidad de respuesta, han aumentado por mucho la capacidad de los microscopios
electréonicos para detectar eventos asociados al paso de los electrones de la fuente a
través de la muestra, permitiendo incluso la captura de una secuencia de imagenes de
la misma muestra en los mismos tiempos de adquisicién. Adicionalmente, a pesar de
la importancia que seguia teniendo la Cristalografia de Rayos-X en los afos 80’s y 90’s,
el Dr. Joachim Frank en [10] presenté un método para explotar las caracteristicas de
heterogeneidad y flexibilidad estructural de las biomoléculas al proponer capturar una
gran cantidad de proyecciones 2D de éstas en orientaciones aleatorias y someterlas a un
proceso de clasificacion para posteriormente usarlas en la reconstruccién de la estructura
3D [2]. La combinacién de estos desarrollos condujeron al nacimiento de Crio-EM y en
particular la técnica de SPA [3, 7]. Como resultado del éxito y la contribucién al estudio
de biologia estructural y molecular, Crio-EM fue elegido como “método del afio” en el
2015, y gracias a los aportes a su desarrollo recibieron en el 2017 el Premio Nobel de
Quimica los doctores Joachim Frank, Richard Henderson y Jacques Dubochet [11].
Segun presenté J. M. Carazo, et. al. (2015) en [7], un flujo de trabajo tipico usando
SPA para determinar la conformacion estructural de una biomolécula de interés es como
se describe a continuacién: una vez que las micrografias han sido capturadas a través de
los DEDs, son seleccionadas aquellas sub-micrografias de las biomoléculas que a juicio
del usuario presentan buena calidad (usualmente son submuestreadas para mejorar su
relacion-senal-ruido SNR). Luego, a partir de estas micrografias son seleccionadas de
manera manual o automatica las biomoléculas presentes. Estas imagenes seleccionadas
son sometidas a algoritmos de clasificaciéon para determinar algunas heterogeneidades
debidas a diferentes factores, tales como contaminacién de la muestra, diferentes
conformaciones o diferentes especimenes presentes en la muestra; lo anterior se hace

con el fin de descartar algunas iméagenes. Con las imagenes seleccionadas en esta
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etapa de clasificacién, se busca agrupar las imagenes experimentales y a partir de
estos grupos mas homogéneos generar las llamadas imagenes class-average, que son
basicamente promedios de las imagenes experimentales alineadas que cuentan con una
SNR mejorada. Posteriormente, es usado un primer algoritmo para generar un mapa
o mapas iniciales 3D de baja resolucién, los cuales son una primera aproximacion a
la estructura de la biomolécula. Finalmente, este modelo inicial, o0 uno de los mejores
candidatos de la etapa anterior, es sometido a un algoritmo iterativo de refinamiento
el cual cuidadosamente asigna direcciones de proyeccion basandose en cada una de las

imagenes de entrada.

1.1. Fuentes de incertidumbre en SPA

Dos de los retos principales de la técnica de Analisis de Particulas Individuales
SPA respecto de otras técnicas tomograficas, utilizadas principalmente en el ambito
clinico, segun [7] son: la flexibilidad estructural de los especimenes de interés y el
desconocimiento a priori de las orientaciones a partir de las cuales se obtienen las
proyecciones, como se mencioné antes. Ademas, otro reto importante es el de estar en
capacidad de resolver mapas con una alta resoluciéon en el menor tiempo posible, debido
ala gran cantidad de datos que se utilizan para generar mapas 3D en un flujo de trabajo
que involucra varios procesos iterativos que son computacionalmente costosos.

En los sistemas de imagenologia para llevar a cabo estudios clinicos, el objeto bajo
estudio es tunico, por ejemplo, el cerebro de un determinado paciente, el cual tiene una
determinada distribucion estructural o funcional que se quiere determinar. A diferencia
de esto, en el caso del estudio de biomoléculas, son obtenidas imagenes de particulas
que se consideran en principio idénticas. Sin embargo, ellas pueden ser naturalmente
flexibles, alternar entre diferentes estados conformacionales, tener diferentes estados
de enlace de sus componentes o, simplemente, que la muestra no sea tan pura como se
consideraba [7].

Esta flexibilidad estructural afecta el proceso de reconstruccién, de manera que

éste debe ser modificado para tener en cuenta dicha flexibilidad. Uno de los aspectos



CAPITULO 1. INTRODUCCION 10

importantes en el proceso de reconstruccion esta relacionado con la geometria que define
la adquisicién de las proyecciones, es decir, las orientaciones o “puntos de vista” a partir
de los cuales fueron generadas las imagenes de proyecciéon. En SPA, como se mencioné
antes, no existe conocimiento a priori de dicha geometria, entonces ademas de ser
necesario determinarla a posteriori, también es necesario incluir el hecho de que las
proyecciones pueden provenir de varios especimenes diferentes.

De manera que en SPA no solo se desconocen las direcciones de proyeccion de cada
particula y deben ser estimadas a posteriori, una de las tareas de mayor complejidad en
el proceso de reconstruccion [7], sino que también el volumen a partir del cual se obtienen
dichas proyecciones debe ser seleccionado de varios candidatos posibles [12, 13, 14].
Ademas el nimero de los posibles candidatos tampoco es conocido a priori, de manera
que es necesario un trabajo de exploracién adicional, el cual también se puede complicar
ya que los estados conformacionales de la biomolécula pueden no ser discretos sino estar
en un rango continuo de distintas conformaciones [15].

Adicionalmente, existen varias fuentes que afectan la calidad de las proyecciones,
haciendo que la SNR tipica de este tipo de imagenes se encuentre entre 1/10 y 1/100
como se mencion6 antes. Estas fuentes de ruido estan asociadas, entre otras cosas, a
limitaciones técnicas del microscopio y a la preparacién de la muestra, a la naturaleza
cambiante de los objetos de estudio asi como al dafio que puede causar la radiacién
utilizada sobre éstos, entre otras. A continuacién se presentan algunas de las fuentes
mas representativas. Una de las fuentes de ruido proviene del hielo amorfo en el cual
se encuentran inmersas las particulas, ya que no permite distinguir claramente entre
éstas y el fondo de la imagen debido a su similar composicién, aunque se conoce que el
ruido inducido por la estructura amorfa del hielo sigue una distribucion Gaussiana [16].
Sin embargo, la utilizaciéon de la matriz de hielo amorfo impulsé el desarrollo de
la técnica Crio-EM ya que protege en gran medida a las particulas del dafio que
puede causar el haz de electrones a la vez que permite conservarlas en su estado
“hidratado”. Relacionado también a la preservacién de la muestra, la intensidad del
haz de electrones es baja, aunque el desarrollo instrumental en los microscopios busca

conservar una buena relacién entre estos aspectos [2]. Por otra parte, el haz de electrones



CAPITULO 1. INTRODUCCION 11

también puede inducir movimiento sobre las particulas durante la toma de imégenes,
lo cual representaba una gran fuente de incertidumbre antes de la introduccién de los
DEDs mas rapidos que permiten hacer seguimiento de las particulas en secuencias
de imagenes [7]. Adicionalmente, pueden existir problemas asociados a las lentes
electromagnéticas que enfocan el haz sobre la muestra y representan otra fuente de
incertidumbre que degrada la calidad de las imagenes que se pueden obtener, esto a
pesar de que estas aberraciones Opticas se pueden estimar para luego corregirlas en el
proceso de reconstruccion del mapa estructural de las particulas.

Aunque si bien es cierto que el desarrollo instrumental en los ultimos 20 afnos ha
permitido el avance vertiginoso de la técnica de Crio-EM SPA, reduciendo muchas de
las fuentes de incertidumbre existentes, el estudio de métodos computacionales para
obtener mapas 3D de las estructuras presentes en las biomoléculas sigue siendo de gran
interés en Biologia Estructural, debido principalmente a la cantidad de datos que se
requieren para generar un mapa 3D y a la gran cantidad de datos que se generan a
diario los cuales necesitan procesarse rapidamente y a las limitaciones en resolucién

que los métodos actuales poseen [7].

1.2. Motivacion del trabajo

Como hemos mencionado antes, Crio-EM SPA es basicamente una modalidad
tomografica y por ello requiere de las orientaciones de las micrografias que se usan
para producir el mapa 3D de densidades de Coulomb. Sin embargo, estas orientaciones
se desconocen y es necesario utilizar métodos que permitan asignar la orientacién
apropiada a cada una de las proyecciones de las biomoléculas embebidas en la matriz
de hielo vitreo. Una de las técnicas predominantes en la actualidad para asignar las
posibles direcciones de proyeccién a partir de las cuales pudieron haber sido generadas
las imagenes durante el proceso de adquisicion (de ahora en adelante, proyecciones
experimentales) es conocida como projection matching, un método originalmente
propuesto por P. A. Penczek, et. al. (1994) en [17]. Este es un proceso iterativo en el

cual cada iteracion utiliza un modelo previamente reconstruido para generar a partir
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de éste proyecciones tedricas que sirven como referencia para encontrar los parametros
de alineamiento correspondientes para las proyecciones experimentales usando algin
método basado en medidas de correlacién. Luego, estas proyecciones experimentales y
sus correspondientes orientaciones de proyeccion previamente calculadas, son usadas
para generar un nuevo mapa 3D (el mapa refinado) el cual puede ser usado en la
siguiente iteracién del proceso; este proceso continda hasta cumplir con algin criterio
de parada establecido. Un mapa 3D sometido a un filtrado paso-bajas es una eleccién
frecuente a ser usado como modelo inicial, aunque para este tipo de aproximacién han
sido presentadas mas alternativas para construir modelos iniciales ab-initio [18, 19,
20]. En la actualidad, la correcta asignaciéon de las orientaciones a las proyecciones
experimentales es quizas una de las tareas mas relevantes para producir mapas 3D
de alta resolucién; este proceso es ademas computacionalmente muy demandante.

A pesar de que varios algoritmos han sido propuestos para resolver el problema de
reconstruir mapas 3D a partir de proyecciones 2D experimentales (o alternativamente
las class-average) [17, 19, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27], ya sea usando un modelo
construido ab-initio u obtenido previamente, el problema sigue abierto debido
al alto costo computacional de la tarea de asignacion de orientaciones a las
proyecciones experimentales, ademas de la alta dimensionalidad del proceso de
busqueda entendiéndolo como un problema de optimizaciéon [26]; una consecuencia de
esta dltima caracteristica es la posibilidad de que los métodos para asignar orientaciones
de proyeccion queden atrapados en minimos locales. Como resultado, se espera observar
diferencias entre los resultados producidos por diferentes métodos e incluso entre los
resultados del mismo método en diferentes ejecuciones, dicha situacion es también el
resultado de la dependencia de los resultados con respecto a la funcién objetivo usada
para hallar la solucién [28]. Ademas, aunque existen varios algoritmos para estimar
los parametros de orientaciéon durante el proceso de refinamiento [14, 26, 27, 29, 30, 31],
todos ellos haciendo un esfuerzo significativo por evitar los minimos locales, la fraccién de
proyecciones experimentales potencialmente mal alineadas usando cualquiera de estos
enfoques puede no ser despreciable [32, 33]; lo cual dificulta la posibilidad de usar Crio-

EM SPA en conjuntos de datos mas complejos, buscando obtener mapas 3D de mayor
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resoluciéon. Como se mencioné antes, la funcién objetivo usada para el alineamiento
desempeiia un papel importante [22, 26, 28], de manera que considerar varias funciones
objetivo de manera simultanea puede resultar ventajoso porque se puede dar el caso de
que el minimo local de una funcién objetivo no lo sea para las otras.

Adicionalmente, el proceso de refinamiento durante el proceso de projection matching
tiene asociadas varias fuentes de sesgo tales como las algoritmicas (por ejemplo, la
dependencia de la calidad del resultado con respecto al modelo inicial) o el sobre-ajuste
(over-fitting) y el sesgo estructural (reference bias) cuyos origenes pueden ser asociados
a la muestra (por ejemplo, la geometria de proyeccién no uniforme, la cual conduce a
direcciones de proyeccion sub-representadas). Sin embargo, existen importantes fuentes
de sesgo que han recibido menos atencién por parte de la comunidad, como por ejemplo
una estimaciéon incorrecta de la orientacién de proyeccion o de los parametros de
alineamiento bi-dimensional. Por lo tanto, es altamente recomendable incluir etapas de
validacién en las primeras iteraciones de los enfoques de refinamiento multi-resolucion
o, incluso mejor, aplicar tareas de validacién en el proceso mismo de resolucién de los

mapas 3D.

1.3. Objetivo

El objetivo del presente trabajo es validar las asignaciones angulares hechas por
algoritmos de refinamiento de mapas 3D, bajo la suposicion de que la orientacién
asignada a una proyecciéon en particular deberia ser consistente con la asignacién
angular que se hubiera realizado si hubiera menos ruido en el entorno (landscape) de
la funcién objetivo.

Para construir el entorno de medidas de similitud, que usa para validar las
asignaciones angulares luego del proceso de refinamiento, se construyé una herramienta
basada en los trabajos presentados en [34, 35], la cual permite llevar a cabo una
asignacion angular cuyos resultados son comparables, en media y baja resolucién, con
los resultados de otras herramientas ampliamente utilizadas en Crio-EM SPA.

Por otra parte, para llevar a cabo el filtrado del entorno de medidas de similitud,
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el cual permite identificar algunas proyecciones experimentales cuyas orientaciones
asignadas son poco confiables dentro del proceso de refinamiento, se utilizé la
descomposicion espectral de senales basada en teoria de graficos, ya que de esa
forma se puede explotar la relacion espacial entre orientaciones vecinas con respecto
a los parametros de alineamiento y al criterio de similitud usados para alinear las

proyecciones experimentales con las proyecciones de referencia.



Capitulo 2

Marco Conceptual y Estado del
Arte

2.1. Crio-EM de particulas individuales

Esta técnica, como se ha mencionado antes, permite obtener estimaciones de la
distribucion 3D (mapa 3D) del potencial electrostatico que tiene relacion directa con
las estructuras 3D de biomoléculas en su estado hidratado; dicho mapa 3D se obtiene
combinando imagenes de muchas particulas individuales (generalmente, en el rango de
miles a decenas de miles). El paso de electrones a través de la muestra, la cual contiene
atrapadas en una matriz de hielo amorfo multiples copias de la misma biomolécula (o
particula) con orientaciones aleatorias (ver Figura 1.1), es afectado principalmente por
interacciones de Coulomb lo que permite que se genere una imagen 2D, o micrografia, en
los detectores de electrones; durante este proceso, como consecuencia de varias fuentes
de incertidumbre, algunas de las cuales se mencionan en la Seccién 1.1, las micrografias
se ven afectadas por altos niveles de ruido (SNR de 0.1 hasta 0.01). Aunque algunos
detalles relacionados con la técnica ya han sido presentados en el capitulo anterior,
aqui se hace una presentacién mas completa que cubre aspectos tedricos y practicos
relacionados con el flujo de procesos de la técnica, buscando que el presente documento

sea breve pero auto-contenido.

15
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2.1.1. Modelo de formacion de imagenes en Microscopia Electronica

En microscopia electréonica de especimenes biolégicos bajo condiciones criogénicas se
considera que debido a las débiles interacciones entre el haz de electrones y la muestra,
el modelo lineal de formacion de imagenes es una buena aproximacién cuya validez ha
sido probada de forma experimental [36]; este modelo considera que debido al reducido
espesor y composicion de las muestras (principalmente de atomos “ligeros”) solo se ve
ligeramente afectada la fase del haz de electrones incidentes mientras que su amplitud
permanece intacta.

Bajo esta aproximacion, las imagenes 2D generadas por un microscopio electrénico
de transmisién son un conjunto de integrales de linea (proyecciones 2D) del potencial
de Coulomb del especimen modificadas por la Funcién de Dispersion Puntual del

microscopio (psf, por sus siglas en inglés) y degradadas por la presencia de ruido [37]

f=hxex([Pp] +ns)+ns, (2.1)

donde f es la imagen medida por los sensores, &p es la “proyeccion ideal” de la funcion
de densidad de los potenciales de Coulomb p, h representa la psf del microscopio y ¢
es la funcién envolvente, una funcién de forma suave que decae con las frecuencias
altas y que tiene su origen en la falta de coherencia espacial y temporal en el haz
de electrones (el haz contiene electrones ligeramente desviados y con velocidades o
energias ligeramente diferentes). En el proceso de formacién de una imagen final, ésta
es contaminada por ruido al nivel de la muestra, representado por 7g, y al nivel del
sistema de lentes, representado por 7np; ambos tipos de ruido se asumen de media
cero, no correlacionados mutuamente, no correlacionados con la senial y pueden ser
diferentes para cada proyeccion [37]. El ruido ng se atribuye a la dispersién residual
de los electrones en el solvente y el carbono presentes en el portamuestras y en
muchas ocasiones es posible reducir significativamente este tipo de ruido por medios
instrumentales; sin embargo, cuando se toma en cuenta se le considera como ruido
blanco.

En este trabajo consideramos que una proyeccién es un conjunto de integrales de
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linea que para una funcién p : R? — R (la funcién que describe a una biomolécula) se
define como

(2] (3, 2:Rapnt) = /R p(Ras (76 +) +1t)dr. 2.2)

donde G es un vector de direccién (un vector o € R* cuya magnitud ||o|| es igual a uno) y
x € R3 es un vector perpendicular a & (el producto interno <3, ar:> entre ambos vectores
esigual a cero). El operador &2 provee todas las densidades de la funcién p en la direcciéon
de la linea recta = + 7@ conforme varia 7. La posicién de la funcién p es modificada por
la matriz de rotacién R, g, de tamafio 3 x 3, definida por dngulos de Euler [38] (los
angulos a y 4 representan rotaciones sobre la linea recta que contiene al vector ¢ y j3
es una rotacién sobre un eje perpendicular a @) y el vector ¢ € R3 que representa un
posible desplazamiento.

La Transformada de Fourier es un operador esencial para el método que presentamos
en esta tesis y por ello la definimos a continuacién, este operador mapea una funcién g

en R? a una funcién § en R? definida por

3(6) = / g (@) e @9 e, 2.3)

R3

para todo £ € R3. En el espacio de Fourier, el dominio de la funcién g y también conocido

como el espacio reciproco, la ecuacion (2.1) se puede escribir como
F=hxex (26 +s) + i, (2.4)

donde % es la Funcién de Transferencia de Contraste (CTF por sus siglas en inglés) y que

tipicamente se define en el espacio reciproco de la siguiente manera

B (& A,) = V1= A%sing (6 A,) — Acoso (& A,), (2.5)

donde A, es el valor de desenfoque del microscopio, 0 < A < 1 es la relacion de contraste

de amplitud (refleja la presencia de absorcion) y ¢ (£; A,) es conocida como la funcién de
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perturbacion de fase [39] definida como
1
9(55A2> =TT <203 )‘2 §4 — AN §2> s (2.6)

en donde C; es la constante de aberracion esférica, \. es la longitud de onda de los

electrones la cual, ignorando efectos relativistas, se puede obtener como

hQ
A= 4] — 2.7
2mee= Vi, 2.7)

donde % es la constante de Planck, m. y ¢~ son la masa y la carga del electrén,
respectivamente, y V,,, es el voltaje de operaciéon del microscopio.

Finalmente, la funcién envolvente ¢ de (2.4) esta definida de la siguiente forma

Bl¢|?

(& B)=e 1, (2.8)

y esta caracterizada por el factor B (B-factor).

Sin perder generalidad, el modelo presentado en (2.4) se reescribe en la practica como
f=h < [Zp] + 1, (2.9)

donde lAz;: es la funcién CTF que incluye la informacién de la envolvente (por facilidad,
haremos referencia en el resto del documento a esta ultima simplemente como CTF) y 7

contiene la informacién de ambos tipos de ruido 75 y 7.

2.1.2. Correccion de la CTF

Como se presenté antes, se considera que el microscopio electrénico de transmisién
funciona como un sistema lineal y por lo tanto las imagenes o proyecciones obtenidas
con dicho instrumento son el resultado de la convolucién de la “proyecciéon ideal” (aquella
producida por un sistema 6ptico perfecto) y la psf que caracteriza al sistema; aqui hay
que sefialar que en el campo de microscopia electrénica se prefiere usar la CTF, la psf en

el espacio de la frecuencia. Un ejemplo tipico de una CTF en microscopia electrénica, asi



CAPITULO 2. MARCO CONCEPTUAL Y ESTADO DEL ARTE 19

como su perfil unidimensional, se puede ver en la Figura 2.1, es pertinente hacer notar
que una CTF ideal es radialmente simétrica, pero las aberraciones pueden modificar
este aspecto de una CTF; en esta figura se puede observar que la CTF es una funcién
oscilatoria en el espacio reciproco, lo cual implica que dependiendo de su contenido
frecuencial las imagenes de los especimenes bajo observacion (las particulas en Crio-
EM SPA) pueden parecer brillantes sobre un fondo oscuro o viceversa. Otro aspecto

importante de una CTF es la supresion de la componente de corriente directa (DC).

CTF

A

CTEF del microscopio ideal
1.0 -

CTF de un microscopio real

Figura 2.1: Ejemplo de una CTF ideal, la cual es radialmente simétrica, y su perfil
unidimensional (fuente [40]).

La estimacién de los valores de los parametros que determinan el comportamiento
de una CTF a partir de las imagenes del microscopio es un paso primordial para etapas
posteriores de procesamiento. Una vez se estiman los valores de los parametros que
determinan una CTF, se puede realizar un proceso de correcciéon de las proyecciones
adquiridas (un proceso de deconvolucién). Para llevar a cabo la estimacion de la CTF
son necesarios los valores de los parametros del microscopio usado tales como el voltaje
de aceleracién usado y la aberracién esférica, ver ecuaciones (2.5) y (2.6). Entre algunos
de los trabajos en esta direccion se encuentran [41, 42, 43] y en general lo que hacen
es ajustar un patron “ideal” de una CTF al espectro de potencia 2D de las imagenes
experimentales del microscopio. En la Figura 2.2 se muestran ejemplos CTFs que
ocurren en la practica, el patréon de la Figura 2.2a se considera una CTF de buena
calidad mientras que el patrén de la Figura 2.2b es considerado de mala calidad;
normalmente, las micrografias asociadas a CTFs de baja calidad son comunmente

removidas del conjunto de datos que seran utilizados en etapas posteriores del proceso
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de reconstrucecion.

astigmatism

(a) (b)

Figura 2.2: Ejemplos de CTFs asociadas e micrografias reales, en la practica se
presentan CTF's (a) de buena calidad y (b) mala calidad, por ejemplo, con astigmatismo.
Micrografias con CTFs de mala calidad son comunmente desechadas en las etapas
tempranas del proceso de reconstruccion. (Fuente [44]).

2.1.3. Detectores Directos de Electrones (DEDs)

Estos dispositivos, como su nombre lo indica, permiten detectar directamente los
electrones que forman la micrografia en un microscopio electrénico a diferencia de los
detectores que lo hacen de forma indirecta, estos ultimos usan un centelleador (los cuales
son transductores que sirven para recibir electrones y producir fotones, tipicamente en
el rango visible, para ser detectados por un sensor [45]) acoplado por fibra 6ptica a un
sensor, ya sea CCD 6 CMOS. Histéricamente, en el campo de biologia estructural, el
desarrollo de estos dispositivos es reconocido como el punto de inflexién a partir del
cual inici6 la “revolucion de la resolucion” alrededor del afno 2014 [46]; el punto a partir
del cual ocurre una coyuntura decisiva para el estudio de estructuras biomoleculares,
ya que las estructuras que se podian resolver usando Crio-EM empezaron a acercarse
cada vez mas a resoluciones atomicas y sub-atomicas. Esto es importante porque
antes dichas resoluciones sélo se podian lograr con modalidades de imagenologia como
cristalografia de rayos X, que son menos flexibles que Crio-EM; dicha flexibilidad aunada
a la alta resolucion alcanzada ha permitido que Crio-EM se haya convertido en una

modalidad cada vez mas popular en el estudio de estructuras biomoleculares (por cierto,
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promoviendo a que muchos cristalografos se muden a esta modalidad).

Existen varias ventajas de estos dispositivos de deteccién sobre los detectores
indirectos. Primero, los DEDs poseen un espesor menor lo cual se traduce en menos
dispersion de la seiial y, por lo tanto, en mayor resolucion. Por otra parte, debido a que no
hay etapas intermedias entre la deteccion del evento y la formacion de la imagen (como
transporte por fibra éptica) es que hay una reduccién de artefactos. Finalmente, y quiza
la caracteristica mas importante, es la velocidad a la cual se pueden obtener imagenes
a la salida del detector, la cual puede ser 1til para diferentes técnicas de procesado de
imagen, entre ellas la correccién de movimiento inducido por el haz de electrones [47].

Los DEDs tienen dos modalidades para convertir los electrones que lo alcanzan a
valores de intensidad en los pixeles de la imagen: modo de integracion y de conteo. En el
modo de integracién, la carga generada por los electrones que alcanzan a un dispositivo
DED es acumulada y leida a la salida cada cierto tiempo para formar la imagen final. En

cambio, en el modo de conteo cada evento es detectado de forma independiente [40].

2.1.4. Alineamiento de peliculas

Una consequencia de la rapida velocidad de adquisicion de los DEDs es que
es posible obtener secuencias de micrografias, o peliculas, de la muestra. Entonces
uno de los primeros pasos en el flujo de trabajo es reducir los efectos asociados al
movimiento inducido sobre las particulas por parte del haz de electrones alineando las
micrografias que hacen parte de la pelicula. Este alineamiento puede hacerse a nivel de
la micrografia [47, 48, 49] o a nivel de las particulas [50]. A nivel de las micrografias,
los algoritmos hacen un alineamiento de las micrografias en la secuencia para generar
una micrografia promedio, la cual tiene un menor nivel de ruido. En el caso de llevar
a cabo el alineamiento a nivel de cada particula, los algoritmos tratan de rastrear
individualmente las particulas y alinearlas, lo cual representa un reto mayor ya que
generalmente implica un cambio en el flujo de procesos que tradicionalmente se aplican

en Crio-EM [40].
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2.1.5. Seleccion de particulas

En Crio-EM se utilizan una gran cantidad de micrografias (cantidades que varian en
el rango de decenas de miles a cientos de miles) de muy baja resolucién para estimar
mapas 3D de alta resolucién, de manera que identificar manualmente las regiones de
interés (las proyecciones de las biomoléculas o particulas) en tal cantidad de imagenes
puede ser una tarea tediosa y, potencialmente, una fuente de errores. Por ello, se han
desarrollado varios enfoques para llevar a cabo esta seleccion de manera automatica
y semi-automatica, pero en general es invitable que se generen algunos errores en la
busqueda y clasificacion de las particulas (ya sea falsos positivos o negativos, aunque los
primeros son los que tienen mayor impacto en el mapa 3D final).

Una vez que se ha realizado la seleccion de las proyecciones de particulas, éstas son
sometidas a procesos posteriores que incluyen evaluacién de calidad, filtrado, correccion
de CTF y clasificacion. El propésito es que al final de la etapa de procesamiento se
cuente con un “buen” conjunto de imagenes para procesos posteriores, las cuales, aunque
presenten una baja SNR, por lo menos representen efectivamente proyecciones de las

particulas [40].

2.1.6. Alineamiento de particulas y clasificacion

A pesar de que las proyecciones, o imagenes, de las particulas seleccionadas han sido
procesadas, éstas contienen una baja SNR y normalmente no son usadas de manera
directa en la construcciéon del mapa 3D. En cambio, como mencioné el Dr. Joachim
Frank en [10], se pueden promediar muchas de estas imagenes para mejorar su SNR.
Este proceso solo es posible si las imagenes corresponden a proyecciones de particulas
con la misma orientaciéon dentro de la matriz de hielo amorfo y sélo difieren en una
traslaciéon y una rotacién en un plano perpendicular al haz de electrones de la fuente. Sin
embargo, como se mencioné en la Seccién 1.1, existen en una micrografia, proyecciones
con diferentes orientaciones, proyecciones de diferentes estados conformacionales de
las particulas e incluso impurezas, lo cual hace que los conjuntos de imagenes de

las particulas sean heterogéneos. Los problemas de alineamiento de particulas y su
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clasificacién son problemas complementarios, es decir, para clasificar el conjunto de
entrada en conjuntos homogéneos, las particulas deben primero ser alineadas; pero la
alineacion se llevaria mejor al interior de conjuntos homogéneos. Si bien la clasificacién
en otros problemas de procesamiento de imagenes se puede llevar a cabo usando
caracteristicas invariantes ante rotacion y traslacion [51, 52], dichas caracteristicas en
el caso de conjuntos de imagenes con altos niveles de ruido no contienen informacién
suficiente para la clasificacién [40]. Como resultado, se han desarrollado dos enfoques
que han abordado este problema: el analisis estadistico multivariado y la clasificacion-
alineacion multireferencia. El primero de ellos representa cada imagen del conjunto
como una combinacién lineal de sus auto-vectores principales para luego, en este espacio
de representacion, llevar a cabo la clasificacion en grupos “mas homogéneos” [53];
mientras el segundo, proporciona un enfoque iterativo para llevar a cabo tanto la

alineacion 2D como la clasificacién del conjunto de entrada [54, 55].

2.1.7. Modelo inicial, refinamiento y asignacion angular

Después de que se han seleccionado las mejores proyecciones experimentales,
aquellas mas homogéneas, éstas se utilizan para producir el mapa 3D de densidad por
medio de un proceso iterativo; el modelo inicial en este proceso es un mapa de baja
resolucion para evitar cualquier sesgo. La primera iteracién utiliza el modelo inicial
para generar proyecciones referencia desde posiciones conocidas que son utilizadas para
asignar a cada imagen experimental la posible orientacién a partir de la cual pudo
haber sido adquirida. Para hacer esto, para cada proyeccion experimental se busca la
proyeccion referencia mas parecida, para lo cual la proyeccion experimental es alineada
y luego comparada (por ejemplo, usando correlacién cruzada) con todas las imagenes
referencia. Para alinear una proyeccién experimental a una proyeccién referencia,
éstas se ponen en el mismo sistema de coordenadas y se determinan la rotacion y
traslacion relativa entre ellas. Tomando en cuenta que cada proyecciéon experimental se
compara contra todas las proyecciones referencia, la tarea de alineamiento es la que mas
tiempo consume. Una vez que se ha encontrado la proyeccion referencia mas parecida

a una experimental, se asignan los parametros de orientacién de la referencia a la
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experimental. El proceso de bisqueda para hallar la proyeccién referencia mas parecida
es, en general, uno mal condicionado lo cual da a lugar a posibles errores de alineamiento
o asignacion, sobre todo, considerando las condiciones de SNR con las que se trabaja.
Una asignacion de parametros de orientacion errénea afecta de manera brusca la
resolucion final del mapa 3D reconstruido (ver la Seccién 2.2 y el Apéndice C para
una discusiéon mas amplia). Una vez que se han asignado parametros de orientaciéon a
todas las proyecciones experimentales, se concluye la iteracién produciendo asi un nuevo
mapa 3D (mapa refinado); esto se logra usando las proyecciones experimentales con sus
orientaciones como entrada a un método de reconstrucciéon a partir de proyecciones.
Generalmente, en este punto para la reconstrucciéon del mapa se usan esquemas que
permiten rellenar el espacio reciproco y a partir de alli via transformada inversa de
Fourier, obtener el mapa en el espacio real [56, 57, 58]. El mapa 3D resultante puede
ser usado como mapa 3D modelo en una siguiente iteracién dependiendo del criterio de
paro. En este proceso, la seleccién o generacion del mapa 3D inicial es muy importante
y existen varias estrategias que incluyen seleccionar un mapa 3D reconstruido en otros
estudios o0 un mapa 3D reconstruido ab-initio. Cuando es usado un modelo previamente
construido como punto de partida, éste es sometido previamente a un filtrado pasabajas
para reducir sesgos provenientes del modelo. En el caso de usar como punto inicial
un modelo ab-initio, existen varios métodos y herramientas disponibles que permiten
obtener esta primera estimacion [18, 19, 20, 26]. Existe también una herramienta
WEB que ayuda en su determinacion y se puede encontrar en [59]. Mas recientemente,
fue presentado por E. D. Zhong, et. al. (2020) en [60] un enfoque pionero basado en
redes neuronales para llevar a cabo el proceso de reconstrucciéon de mapas ab-initio;
generalmente los enfoques propuestos para llevar a cabo este proceso, como se ha
mencionado antes, estan basados en enfoques de maxima verosimilitud y correlacion.
El procedimiento recién descrito para asignar los parametros de orientacién a
las proyecciones experimentales es conocido como projection matching (originalmente
propuesto por P. A. Penczek, et. al. (1994) en [17]) y es una de las técnicas predominantes
para asignar las posibles orientaciones de proyecciéon a partir de las cuales pudieron

haber sido generadas las proyecciones experimentales durante el proceso de aquisicion;
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en la actualidad la mayoria de los algoritmos de refinamiento usan este mismo principio,
las diferencias con el método original incluyen la forma en que llevan a cabo la asignacién
de parametros de orientacién a cada proyeccion experimental, el nivel de control por
parte del usuario y la funcién objetivo utilizada para hallar la solucién. Por ejemplo, los
autores de [13, 14, 54] presentaron un enfoque Bayesiano y de Maxima Verosimilitud
en el cual cada proyecciéon experimental puede contribuir en todas las direcciones de
proyeccion con diferentes pesos que son obtenidos de una funcién heuristicamente
determinada, mientras que en [26] se adopté un enfoque estadistico en el cual las
medidas de similitud entre proyecciones son conducidas a intervalos estadisticamente
significativos, introduciendo la nocién de significancia de una direccion de proyeccion
para una determinada proyeccion y viceversa, de esta manera una imagen experimental
sélo puede contribuir desde algunas direcciones de proyeccion.

En el presente trabajo usamos el término asignacion angular para hacer referencia
al proceso de asignar a cada proyeccion experimental una orientacion o “pose” de
proyeccion a partir de la cual ésta pudo haber sido generada durante el proceso
de adquisicién, ademas de los parametros de alineamiento necesarios entre dicha
proyeccién experimental y la proyeccién teérica del modelo de referencia generada desde
esa orientacion.

A pesar de que han sido propuestos varios algoritmos para estimar los parametros
de orientacion durante el proceso de refinamiento [14, 26, 27, 29, 30, 31], todos
ellos haciendo un esfuerzo significativo por evitar los minimos locales, la fracciéon de
proyecciones experimentales potencialmente mal alineadas usando cualquiera de estos
enfoques puede no ser despreciable [32, 33]; lo anterior dificulta la posibilidad de que
Crio-EM SPA pueda ser usado en conjuntos de datos cada vez mas complejos (que

potencialmente permitan obtener mapas 3D de mayor resolucion).

2.1.8. Validacion de asignaciones angulares

Hasta este punto han sido presentados los elementos basicos de un flujo de
trabajo tipico en Crio-EM, con los cuales se obtiene un mapa 3D de una determinada

estructura. Sin embargo, debido al rapido crecimiento que se ha dado en el campo
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de Crio-EM, se han empezado a resolver estructuras de las cuales se tiene muy
poca informacion complementaria (por ejemplo la que se podria obtener de mapas
resueltos con cristalografia de rayos-X); de manera que para esos casos en particular
(aunque es importante en todos los casos) es necesario proporcionar informacién sobre la
consistencia del mapa 3D reportado respecto al conjunto de proyecciones experimentales
disponibles.

Una practica normalmente usada para llevar a cabo la validacion de las
asignaciones, requiere de analizar las proyecciones particulas tomadas desde dos
inclinaciones diferentes del portamuestras (¢tilt-pair analysis) [61]. Con esta técnica se
comparan las diferencias entre las asignaciones angulares hechas para las proyecciones
experimentales tomadas desde las dos diferentes inclinaciones, teniendo en cuenta que la
inclinacién relativa entre ellas es conocida. Sin embargo, para este analisis se requiere de
recolectar mas datos lo que también implica mayor tiempo de procesamiento; ademas no
son pocos los casos en que no se puede realizar este analisis porque no existe la “version
inclinada” de un determinado conjunto de proyecciones; y finalmente, el mismo haz de
electrones de la fuente puede causar desplazamiento de las particulas entre un conjunto
inclinado de proyecciones y otro, lo cual implica una fuente extra de discrepancia.

Mas recientemente, fue presentado en [32, 33] una metodologia estadistica, la cual
no requiere tilt-pair analysis, para evaluar la consistencia entre un mapa reconstruido y
el conjunto de proyecciones usado para llegar a dicho mapa. En dicho enfoque se propuso
buscar, para cada imagen experimental, una distribucién ponderada de orientaciones
que se obtienen comparando con las re-proyecciones del mapa reconstruido, con respecto
a un determinado valor de significancia estadistica.

Aunque es conocido que uno de los factores que afecta fuertemente la resolucién
de los mapas 3D reconstruidos es una estimaciéon poco precisa de las orientaciones de
proyeccion de las proyecciones experimentales [27], existen pocos trabajos en este sentido
y la utilizacién de éstos no ha ganado popularidad en la comunidad debido a que la
practica comun es validar los mapas finales reconstruidos, mas que evaluar la calidad de
las asignaciones que dan origen a dichos mapas [5, 62].

Dicho esto, en este trabajo presentamos un enfoque para validar las asignaciones
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angulares hechas a un conjunto de proyecciones; el enfoque esta basado en el
procesamiento de sefiales con soportes en graficos y busca incluir en el proceso de
asignacion angular, la relacién espacial que deberian tener orientaciones vecinas en el
entorno de medidas de similitud que resulta de comparar cada proyeccién experimental

contra todas las proyecciones de referencia que se generan a partir del mapa inicial.

2.2. Resolucion de mapas en crio-microscopia

En la actualidad, una opcién para cuantificar la resolucién espacial de un mapa 3D
reconstruido por un determinado método, es usar la medida conocida como FSC (Fourier
Shell Correlation), la cual es una generalizacién de las funciones de correlacion de anillos
(FRC, por sus siglas en inglés) usado en el analisis de imédgenes 2D [63]. La FSC toma
dos mapas 3D y retorna una funcién unidimensional que da idea sobre la correlacién que
existe entre los dos mapas 3D a diferentes resoluciones espaciales. En el caso de Crio-
EM, la FSC proporciona informacién sobre el desempeiio de un proceso de refinamiento,
asi como de los métodos que forman parte de éste, ademas de dar una idea sobre la
reproducibilidad de los resultados. El procedimiento comun para calcular la FSC consiste
en dividir en 2 grupos el conjunto de proyecciones para reconstruir un mapa 3D, con
cada uno de éstos se lleva a cabo la reconstruccion de un mapa, luego los dos mapas 3D
resultantes v; y vo son comparados mediante el cdlculo de la FSC. En el calculo de la FSC
se comparan los coeficientes de Fourier de ambos voliumenes v, y Vo que se encuentran

en varios “cascarones” concéntricos {2, de radio r y espesor Ar mediante la siguiente

expresion
Re{ > (€ ‘73(6)}
FSC(r; ¥1,%2) = e o (2.10)
{ > [P - X I%(E)Iz}
£eQ, £eQ,

donde £ es la 3-tupla que representa las coordenadas en el espacio de Fourier, r es el radio
del cascarén esférico 2, y el cual es igual a |£|, Re{-} es una funcién que retorna la parte
real de un valor complejo y ¥5 es el complejo conjugado de los coeficientes de Fourier de

vy. Un ejemplo de la curva que se genera mediante esta expresiéon se puede ver en la
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Figura 2.3. En ésta se puede observar que a bajas resoluciones los mapas siempre son
similares (la curva tiene valores cercanos a 1.0), luego la curva tiende a decaer de manera
mas o menos suave (aunque no necesariamente de forma monétona), indicando que a
mayores resoluciones los mapas coinciden en menor medida, para finalmente oscilar en
valores cercanos a 0.0 para resoluciones cercanas a la frecuencia de Nyquist.

En la practica se define un umbral para la FSC del mapa 3D reconstruido que
define la maxima frecuencia espacial a la cual la informacién contenida se considera
confiable (maxima resolucién). Aunque el enfoque de usar un valor fijo para proporcionar
la resolucién es un tema controversial en el campo de microscopia electrénica, son
ampliamente usados los valores de 0.5 y 0.143 cuyas pruebas matematicas rigurosas se
pueden consultar en [64, 65].

Algunas aclaraciones sobre el significado de la FSC y sus propiedades, fueron
analizadas y presentadas por J. L. Vilas (2019) en [66] e incluimos a continuacién
algunas de ellas que son relevantes para el presente trabajo. Debido a que la FSC
calculada con (2.10) es una medida de correlacién cruzada normalizada que mide la
auto-consistencia a diferentes frecuencias entre dos funciones vi y vo, se dice que la
FSC no toma en cuenta errores sistematicos en el proceso de reconstruccién del mapa
(o su refinamiento) y por el contrario los premia; por lo tanto, la FSC no debe ser
considerada una medida de calidad para el mapa 3D reconstruido. Por otra parte, la
resolucion maxima que se puede reportar con el uso de la FSC debe ser entendida como
la resolucién global del mapa 3D reconstruido,considerando como ya se mencioné antes,
que la resoluciéon en los mapas reconstruidos puede variar de manera local debido a
la presencia de heterogeneidades (conformacionales o estructurales), flexibilidad de la
biomolécula, errores de asignacién angular o dafio estructural por radiacién. Finalmente,
la FSC se puede entender como una medida alternativa de la SSNR (SNR espectral) de

un mapa 3D reconstruido usando la siguiente relacion [65, 67, 68]

FSC

(2.11)
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resolucion

Figura 2.3: Ejemplo de curva FSC

2.3. Procesamiento de seiiales usando teoria de graficos

Histéricamente una gran variedad de técnicas del llamado “procesamiento clasico
de senales” han sido desarrolladas para tratar con senales soportadas en los nodos de
graficos simples, por ejemplo, sefales discretas unidimensionales e imagenes digitales;
sin embargo, en la actualidad hay un creciente interés por hacer uso de estas técnicas
en el ambito de las senales con soporte en los nodos de graficos mas complejos, ya que
se han encontrado resultados tutiles a problemas modernos como aquellos asociados a
redes sociales, redes de informaciéon en Internet y redes de monitoreo para adquirir
informacién geoespacial, entre otros [69, 70].

El procesamiento de seiiales usando representaciones en graficos (GSP, por sus siglas
en inglés) es un enfoque que permite extender el procesamiento clasico de sefales
discretas a sefiales que poseen alguna estructura compleja o irregular [69]. Este enfoque
es relevante para el presente trabajo ya que permite incorporar la informacién espacial
asociada al proceso de asignacién angular durante el refinamiento de modelos iniciales;
para esto hay que tener en cuenta que durante la asignacién angular se generan sefiales
discretas, de alguna medida de similud, que resultan de comparar una proyeccion
experimental contra todas las proyecciones en la galeria de referencia y que estas
ultimas son generadas como proyecciones tedricas del modelo inicial desde diferentes

orientaciones sobre la esfera unitaria.
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Se presentan a continuacién algunos conceptos relacionados con el enfoque de GSP
(aunque sélo lo necesario para hacer que el presente documento sea auto-contenido).
Para las explicaciones de las ideas detras de este enfoque de procesamiento referimos al
lector a [69, 70, 71, 72].

Un grafico G(V, F) es una estructura que depende del conjunto finito de nodos, o
vértices, V' de cardinalidad |V| = N y del conjunto de aristas, o arcos, F que unen dichos
nodos; de manera alternativa un grafico G se puede definir como una estructura G(V, W)
en donde la matriz simétrica W, de dimensiones N x N, es la matriz de adyacencia
ponderada en donde W; ; > 0 para el caso de que los nodos i y j estén conectados por una
aristay W; ; = 0 en el caso contrario; es pertinente mencionar que la matriz simetrica W
representa la relacion que existe entre nodos, por ejemplo, para dos nodos representando
dos puntos o muestras sobre la esfera la arista que los une puede representar la distancia
angular que existe entre ellos [73]. Entonces, para representar una sefial por medio
del grafico GG basta con indexar sus muestras como nodos para generar el conjunto V' y
crear la matriz W con la relacién existente entre esos valores (por ejemplo, la distancia
entre ellos). Alternativamente, la sefial que ha sido muestreada y cuyas muestras se
representan con el conjunto V' del grafico también se pueden representar por medio de
un vector N-dimensional f.

Un concepto de vital importancia es el concepto de matriz Laplaciana de un grafico
G. El operador Laplaciano V2f = (V,Vf) definido para cualquier funcién f : R — R

puede ser aproximado para una funcién f : Z — R como V?f () ~ ! (Z_A)J“zfA(z)J“f (z+4)

y para un grafico G esta definido como la matriz simétrica L, de tamafio N x N, cuyos

elementos estan dados por

|V‘ . . .
Wik, S1t1=],

l;; = k=1,k#j (2.12)
*U)Z"j, Si 7 75 j,

o de manera alternativa

L=D-W, (2.13)
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donde W es la matriz de adyacencia ponderada del grafico G y D es la matriz de grados
la cual es una matriz diagonal que contiene en cada entrada de la diagonal el grado de
cada vértice (la suma de los pesos asociados a las aristas que llegan al vértice). En la

Figura 2.4 se muestra un ejemplo de un grafico y sus matrices L, D y W asociadas.

(06 5 0 0]
6 01 7 3
W=]5 0 1 0
07 1 0 1
[ 003 01 0|
(11 0 0 0 0] 11 6 -5 0 0 ]
0 17 0 0 0 -6 17 -1 -7 -3
D=0 0 7 00 L=|-5 -1 7 -1 0
0 0 0 9 0 0 -7 -1 9 =1
[ 0 0 0 0 4| 0 -3 0 -1 4

Figura 2.4: Ejemplo de representaciéon en grafico bi-direccional de una secuencia discreta
y sus respectivas matrices. Fuente [69]

Algunas de las propiedades béasicas de la matriz Laplaciana L de un grafico G bi-

direccional con matriz W no negativa son [69]

L es simétrica, lo cual hace que sus valores propios y vectores propios sean reales.

L es una matriz singular.

L es semi-definida positiva, lo cual hace que sus valores propios asociados \; con

1=0,1,...,N — 1, sean reales no-negativos y que exista al menos un \; = 0.

La suma de cada fila de L es 0 en el caso de los graficos conectados y existe solo un

valor propio igual a cero.

L tiene un conjunto completo de vectores propios ortonormales, es decir que los

vectores propios de esta matriz pueden ser usados como una base ortonormal.
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Estas caracteristicas de la matriz Laplaciana L hacen que sus vectores propios u;, para
0 < i < N — 1, puedan ser usados como arménicos que permiten hacer andlisis en
frecuencia de las sefiales representadas a través del grafico G.

Para entender esto ultimo, es necesario retomar algunos conceptos del analisis clasico
de Fourier y ver como éste se puede relacionar con el andlisis de sefales discretas
indexadas a través de graficos. Se presentan a continuacién algunos elementos y en el
Apéndice A una discusiéon mas detallada.

El producto interno entre dos funciones g, h : R” — C se define como

(g, h) = /D g () h* () da, 2.14)

donde h* es el complejo conjugado de la funcién i y D es el dominio de integracion. Es por
ello que se puede considerar que la transformada de Fourier de (2.3) para una funcién

g : R? = R es el siguiente producto interno
G =(g,el&®), (2.15)

Por lo tanto, la transformada de Fourier descompone la funcién g como la combinaciéon
lineal de las exponenciales complejas ¢/¢¢®) (bases de Fourier).
Por otro lado, las funciones propias del operador Laplaciano unidimensional son,
también, las oscilaciones complejas
82

_ V2 (ejft) e CIEt — g2 it (2.16)

Por lo que, las funciones propias del operador Laplaciano unidimensional resultan en las
bases de Fourier. Asi, la Transformada de Fourier puede ser entendida como un cambio
de base, en donde las nuevas bases son aquellas funciones que se comportan de manera
simple cuando son sometidas al operador Laplaciano.

De manera andaloga al hecho de que las exponenciales complejas son las funciones
propias del operador Laplaciano unidimensional, los vectores propios de la matriz

Laplaciana del grafico G pueden ser usados también como base para descomponer las
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sefiales representadas en graficos para posteriormente hacer analisis en frecuencia [69].

Se sabe que en el analisis clasico de Fourier el conjunto de valores propios {5}£€R
contiene la nocion de frecuencia: para valores de £ cercanos a cero, las funciones propias
eét son funciones que oscilan poco, mientras que para valores de ¢ méas alejados del
origen aumentan las oscilaciones de éstas. En el caso de graficos conectados y no dirigidos
6 bi-direccionales G(V, W) con valores de conectividad W; ; > 0, los valores propios y
vectores propios de la matriz Laplaciana L del grafico proporcionan una nocién similar
de frecuencia. El vector propio uy asociado al valor propio A = 0 es constante e igual a
1/v/'N en cada vértice. En el caso de valores propios cercanos a cero, los vectores propios
asociados varian de manera suave a lo largo del grafico, es decir, si dos nodos estan
conectados por una arista con un peso alto, es probable que los valores del vector propio
en esas ubicaciones sean similares. Los vectores propios asociados a valores propios
altos oscilan mas rapido y es mas probable que tengan valores diferentes en los nodos
conectados por aristas con pesos elevados.

Dicho ésto, se puede definir, como lo hicieron X. Zhu y M. Rabbat (2012)
en [70], la Transformada de Fourier del Grafico (GFT, por sus siglas en inglés)
f = f()\o), f()\l), e ]?(/\N_l) de una sefial representada con un grafico f =
[f(0), f(1),..., f(N —1)], como una expansion de ésta en términos de los vectores propios

de la matriz Laplaciana del grafico de la siguiente manera

Fow) = (Eou) = 37 F(n)ui(n), (2.17)
donde f()\i) es el coeficiente de la GFT asociado al valor propio );. Adicionalmente, la

Transformada de Fourier Inversa del Grafico (IGFT) esta dada por

N—

F) =" F) uiln). (2.18)

=0

—_

Una vez presentados estos elementos, cabe resaltar la utilidad que tiene esta
extension del procesamiento clasico de senales aplicado a sefiales discretas con alguna

relaciéon compleja entre muestras. En particular, para el presente trabajo se puede
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incorporar informacién extra al proceso de asignacién angular que proviene de la relacién

“espacial” existente entre las imagenes referencia.

2.4. Alineamiento de imagenes en frecuencia con correla-

cion cruzada

En este trabajo nos referiremos como alineamiento al proceso que determina la
rotacion, traslacion y escalamiento entre dos imagenes de la misma modalidad para que
las caracteristicas de ambas imagenes se traslapen de la mejor manera; dejaremos el
término registro para el alineamiento de series de imigenes o imagenes provenientes de
diferentes modalidades. El alineamiento y registro de imagenes son areas importantes
del procesamiento de imagenes y existen varios enfoques para llevar a cabo estas tareas,
entre ellos: los que se llevan a cabo en el espacio de las imagenes [74, 75], los que se
llevan a cabo en otro espacio de representacion de las imagenes [34, 75] y aquellos que
se basan en identificaciéon de caracteristicas de bajo nivel, como esquinas y bordes, y de
alto nivel, como zonas caracteristicas identificadas en los objetos [75].

Debido a las caracteristicas de las imagenes que son objeto de estudio en el presente
trabajo, se presenta a continuaciéon una breve descripcién de una de las técnicas
ampliamente usada para determinar los parametros alineamiento entre imagenes.

En el trabajo presentado por B. S. Reddy, et. al (1996) en [34] y antes, en el trabajo
presentado por C. D. Kuglin y D. C. Hines (1975) en [76] fue presentado un método
en el dominio de la frecuencia para determinar los parametros de transformacién
que mejor permiten alinear un par de imagenes, el cual es una extensiéon del
método de correlacién de fase usado en la determinacion de los retrasos de senales
unidimensionales [77]. Este método para alinear imagenes hace uso del teorema de
traslacién de la Transformada de Fourier. Si dos funciones f, g : R?> — R (imagenes)
son iguales excepto por un desplazamiento ¢, es decir f(x) = g(x —t), entonces sus
correspondientes representaciones en el espacio de Fourier, jA’, 7 : R? —» C (también

denotadas f (&) = F{f(z)} y (&) = F{g(x)}, respectivamente), se relacionan por
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medio de

F(&) =G (&) eIY. (2.19)

Dicho esto, el espectro cruzado de potencia entre las imagenes f; y f> se puede definir a

través de sus representaciones en el espacio de Fourier como

J©07®) _ jen (2.20)

Esta relacion puede ser usada para determinar la diferencia de fase entre las dos
imagenes f y g ya que el resultado de la transformada inversa de Fourier de (2.20)
resulta en una imagen que tiene un valor de aproximadamente cero en todas partes
excepto en el valor de desplazamiento necesario para alinear ambas imagenes.

Ahora bien, si las imégenes f y g son iguales excepto por una traslacién t = (¢, t,)
y una rotacién v sobre el plano, es decir f (x) = g (R,x + t) con la rotacién definida por

. cosy sinvy »
la matriz R, = , entonces, de acuerdo al teorema de traslacién, los

—siny cosvy

espectros se relacionan segin

~

§(€) = f(R,&) e It&M, (2.21)

Para eliminar la dependencia con la traslacién, se calcula la magnitud de los espectros

de ambas funciones y se puede ver que

G©1=|f®9)|. (2.22)

lo que significa que las funciones son iguales excepto por una rotacién. Finalmente, si

(2.22) es representada en coordenadas polares (r, ) se obtiene

5.0 = |70 = ). (2.23)

lo que permite interpretar la rotacion v en el plano de proyecciéon como una traslaciéon

lineal de una representacion en coordenadas polares de la magnitud de los espectros de
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las imagenes. Por lo tanto, para encontrar la rotacion relativa v sobre el plano entre dos
proyecciones (imagenes) se realiza un procedimiento similar al que se lleva a cabo para
obtener el desplazamiento, pero en este caso primero se lleva a cabo el procedimiento
con las imagenes representadas en coordenadas polares; en otras palabras, hallando la
coordenada del valor maximo de la imagen que se obtiene al calcular la Transformada
de Fourier inversa de (2.20) usando [’ = ‘f(r, 0)‘ yvg =1g(r0)|.

El procedimiento presentado permite determinar de forma independiente la rotacién
y la traslacién relativa entre dos imagenes de interés, lo cual representa una ventaja
frente a otros métodos, especialmente los que se aplican en el espacio real, los cuales

necesitan aplicar varias traslaciones y rotaciones durante el proceso de alineamiento.



Capitulo 3

Diseno Experimental

El enfoque conocido como projection matching, como se mencioné en la Seccién 2.1.7,
es uno de los mas usados en SPA para asignar las orientaciones de proyeccién al conjunto
de imagenes experimentales (el conjunto P) usando la galeria de imagenes referencia (el
conjunto R) generadas como proyecciones tedricas de un mapa o modelo 3D inicial. Este
procedimiento puede ser descrito como sigue, para cada proyeccion experimental f € P el
método de asignacion de orientaciones de proyeccion encuentra la proyeccion referencia

g por medio de

g= arg;l}g%wgi,Mi (f), (3.1)

donde M; es la transformacién geométrica éptima para alinear la proyeccién
experimental f con una proyeccién g; de la galeria de referencia y ¢ es la medida de
similitud entre proyecciones. Con este enfoque lo que se hace es asignar a la proyeccion
experimental f la direccién de proyeccion desde donde fue generada la proyeccién
referencia g; dicha informaciéon resulta de la bisqueda mediante (3.1) asi como los
parametros de alineamiento necesarios. La medida de similitud ¢ elegida en el presente

trabajo se conoce como el Coeficiente de Correlacion de Pearson [78, 79] y se define como

Z;’( z))— ) (g
6(f.9) =
NI f)\/Z 9’

; (3.2)

37
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donde J es el nimero total de pixeles en cada imagen, mientras f y g son sus respectivos
valores promedio.

Esta medida de similitud es ampliamente usada en Crio-EM debido a que se
desempeiia mejor que medidas como MSE (error cuadratico medio) y MAE (error
absoluto medio) ante cambios de iluminacién de imagenes que representan las mismas
escenas [80]; esto es relevante para el presente trabajo, debido a que como se presenté
en la Seccion 2.1.2 las proyecciones experimentales en Crio-EM estan afectadas por la
Funcién de Transferencia de Contraste (CTF) del microscopio. Ademas, debido también
a la gran cantidad de comparaciones que se hacen en el proceso de alineamiento
entre proyecciones experimentales y aquellas contenidas en la galeria de referencia,
se busca utilizar una medida de similitud cuyo calculo se ejecute de forma rapida y
que sea robusto ante la presencia de ruido en las imagenes; en cuanto a estas ultimas
caracteristicas, el Coeficiente de Correlacion de Pearson ha mostrado ser mas robusto
y rapido de calcular que otras medidas que han venido ganando popularidad como el
Indice de Similitud Estructural (SSIM, por sus siglas en inglés) [81].

La transformacion rigida que permite alinear una proyeccion f con otra proyeccion
g puede ser expresada como g ~ M (f). La forma basica de esta transformacién es
la composicién M (f) = Ry o T3 (f), donde Ry y T; son transformaciones de rotaciéon
y traslacion, respectivamente, que dependen del angulo ¢ y de una traslacién bi-
dimensional en el plano de proyeccion; cabe recordar que dicha transformaciéon también
se puede representar con la siguiente notacién matricial M (f)=f (Ryx —t)=f (Mz).

Aunque existen varias formas de dar solucién al problema de optimizacion
presentado en (3.1) en el presente trabajo se propuso un método en tres etapas. Para cada

proyeccién experimental f € P, la primera etapa consiste en el siguiente procedimiento

Q = FirstApprox (R, f, ¢), (3.3)

el cual compara la proyeccion experimental f con la galeria de proyecciones referencia
(todas las proyecciones g € R) para producir una lista Q cuyos elementos son los pares

(9i, 0 (M; (f),9:;)) que cumplen con (3.1); recordando que ¢ es la medida de similitud
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presentada en (3.2) y M; es la transformaciéon rigida apropiada entre la proyeccién
experimental f y la proyeccién de referencia g;.

Debido a la cantidad de comparaciones que se llevan a cabo en (3.3) la seleccién
de un método rapido y preciso es clave. Una eleccion frecuente para llevar a cabo el
alineamiento entre dos imagenes es el método de correlacion de fase presentado en la
Seccion 2.4. Segun la teoria presentada en la Seccion 2.4, el método de correlaciéon de fase
permitiria determinar de forma independiente la rotacion y traslacion relativa entre una
proyeccion experimental y una proyeccién referencia; sin embargo, en la practica este
método no se puede aplicar de manera directa a las proyecciones de Crio-EM SPA porque,
en general, en el esquema de projection matching existen pocas proyecciones en la galeria
de referencia que sean similares a cada proyecciéon experimental, las cuales a su vez
cuentan con una muy baja SNR como se ha mencionado antes. Como resultado, esta
situacion conduce a un alto grado de incertidumbre durante el proceso de alineamiento.

Cuando se aplica directamente el método (2.20) basado en correlacion de fase , el
cual alinea una proyeccién experimental f con una proyeccioén referencia g, a los datos
de SPA para buscar el parametro de rotaciéon relativo entre cada par experimental-
referencia, proporciona un gran nimero de maximos cuya localizacién podria ser el valor
para alinear rotacionalmente las imagenes, ver Figura 3.1a. Por ello, para determinar
el mejor valor entre todos los valores maximos, es necesario, en cada caso, buscar
la traslacion relativa entre las imagenes, una vez que la rotacion candidata ha sido
aplicada. Teniendo en cuenta lo anterior, se propuso hacer uso de correlacién cruzada
en lugar de la correlacion de fase para reducir el nimero de candidatos a mejor rotacién
entre cada par de imagenes, ver Figura 3.1. En dicha figura se puede observar que el
numero de candidatos a mejor rotaciéon entre cada par de proyecciones a ser alineadas,
es menor cuando se usa correlacion cruzada en lugar de correlacion de fase, esto debido
a la naturaleza ruidosa de las proyecciones en Crio-EM SPA.

Para dos funciones f,g : R2 — R, cuyas transformadas de Fourier las mapea a f,3 :

R2 s C, respectivamente (denotadas también como f(£) = F {f(x)} y §(€) = F {g(x)}),
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el Teorema de Correlaciéon Cruzada establece que

Cr(f.9) = (Fog) @) =F{(Fx3) ©}, (3.4

donde g* es el complejo conjugado de gy F~1{(,} es la Transformada inversa de Fourier
de ¢ = (f X ’g*) (&). Hacemos notar que cuando se use la representaciéon en coordenadas
polares, nos referiremos a la correlacion cruzada como C, y al producto de funciones en
el espacio de Fourier de (3.4) como (,.

En este trabajo, cuando se buscan los parametros de alineamiento entre una
proyeccion experimental f y una proyeccion referencia g, primero se busca el angulo
de rotacion 1 para alinearlas rotacionalmente usando (3.4) con la representancién en
coordenadas polares de la magnitud de los espectros de Fourier de las imagenes (en

otras palabras, f = ’f(r, 9)) y g = |g(r,0)|, respectivamente). En el caso descrito, C, es un

arreglo C con dimensiones m, X n, que son las mismas de ) f(r,0)|, o alternativamente
las de [g(r, )|, donde las variaciones en cada columna representan cambios en la escala,
mientras las variaciones en cada fila representan cambios en los angulos. Para hallar el

angulo que mejor alinea las dos imagenes se construye un vector = € R" el cual sirve

para determinar los posibles valores para ). Cada elemento w;, para 1 < j < n,, del

1

vector w contiene el promedio de la j-ésima columna de C (o sea, - % i 3); NO se
procede de manera similar para determinar el parametro de escala debido a la forma
en que son adquiridas las proyecciones experimentales en Crio-EM SPA. Después, se
encuentran los dos valores maximos en =o los cuales son asignados a v y 1o; ademas,
debido a la simetria en el espacio de Fourier, se suma 180° a ¢ y 2, lo que conduce a dos
posibles valores adicionales 13 y 14, respectivamente (ver Figura 3.1b para un ejemplo
del vector de correlaciones y su comparacion con el obtenido usando correlacién de fase).

Posteriormente, se calculan cuatro vectores de desplazamiento ¢; aplicando (3.4),
entre la proyeccion experimental f(x) y una version rotada de la proyeccion referencia
g(R_y,x), para 1 < j < 4; es importante observar que g se alinea con f aplicando el

negativo de los dngulos ;. En este caso (3.4) tipicamente produce una distribucién con

un sélo pico significativo el cual es elegido como el desplazamiento para cada angulo v;.



CAPITULO 3. DISENO EXPERIMENTAL 41
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Figura 3.1: Ejemplo de vectores de correlacién que usan los enfoques de (a) Transformada
de Fase y (b) Correlacion cruzada clasica.

El mejor par de valores (¢;,t;) es el que produce arg 11;1;2{4 ¢ (g(x), f(Ry,z +tj)).

Luego de completar esta primera etapa, es posible conocer los mejores candidatos
para proveer informacion sobre la potencial orientacion de proyeccion a partir de la
cual pudo haber sido generada la imagen experimental, seleccionando de entre todas las
proyecciones en la galeria de referencia aquellas con los valores mas altos de ¢ en la lista
Q producida como resultado de (3.3). Para tal propésito, se eligen todas las proyecciones
de referencia g € R que proporcionan un valor ¢ (g, M, (f)) mayor a dos tercios del rango
de valores en Q y se almacenan en una lista O. Dicha lista de proyecciones referencia

sirve como entrada al segundo procedimiento
U = SecondApprox (O, f, o), (3.5)

donde f es la proyeccién experimental y ¢ es la medida de similitud definida en (3.2).
Este procedimiento produce una lista U de pares (g,¢ (M, (f),g)) que cumplen con
(3.1), pero a diferencia del primer procedimiento la transformacién ), ha sido obtenida
con el método propuesto en [26]. Este esquema es mas intensivo que el usado en la
primera etapa debido a que la mejor transformaciéon M para registrar la proyeccion
experimental f con cada proyeccion referencia g, es elegida entre alguna de las siguientes

secuencias o composiciones de transformaciones: M| = Ty o RyoT o Ry o Ty o Ry y
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Mj = Ry oT;o Ry oTyo Ry oTy que son aplicadas a la proyeccién experimental f.
Las transformaciones 7; y R, son obtenidas usando (3.4), pero en el dltimo caso las
proyecciones f y g son representadas en coordenas polares en el espacio real para obtener
el correspondiente valor de rotacion relativa (esto hace que la busqueda del parametro
de rotacion no sea independiente del desplazamiento o shift relativo entre f y g).
Luego de obtener las correspondientes transformaciones M/ y M), se calculan imagenes
temporales f1 = M{(f) y fo = M}(f) para calcular las medidas de similitud ¢(g, f1)
y (g, f2), respectivamente. La motivacion para llevar a cabo (3.5) para la bisqueda de
parametros es que en el procedimiento (3.3) hay una pérdida de informacién de la fase de
las proyecciones en el espacio de Fourier; sin embargo, seria innecesario llevar a cabo el
procedimiento de busqueda més intensivo presentado en (3.5) con todas las proyecciones
en la galeria de referencia R, ya que como se mencioné antes, en el esquema de projection
matching son pocas las proyecciones en R que realmente se parecen lo suficiente a la
proyeccién experimental f.

Después de aplicar los procedimientos (3.3) y (3.5) para una proyeccion experimental
f se obtiene la lista ordenada U/ que contiene proyecciones candidatas para asignar los
mejores parametros de orientacion a la proyeccion f. Sin embargo, antes de usar los
parametros de proyeccion correspondientes a la primera proyecciéon g de la lista U se
lleva a cabo un procedimiento final, basado en procesamiento de seiiales soportadas en
graficos, que permite determinar el nivel de confianza de esa posible asignacién. Algunas
ideas béasicas detras de este enfoque fueron presentadas en la Secciéon 2.3 de manera que
el presente documento pueda ser auto-contenido; aunque para mayor claridad sobre las
ideas y conceptos detras del procesamiento de sefiales en graficos se recomienda revisar
el Apéndice A y los trabajos presentados en [69, 70, 71, 72].

En este enfoque, cada proyeccion de referencia g; junto con su correspondiente medida
de similitud ¢ respecto a la imagen experimental f luego del proceso de alineamiento
(¢ (gi, M; (f))) representa un nodo v; del conjunto que forma el grafico no dirigido G(V, E)
donde el conjunto de aristas ponderadas y bi-direccionales F, conecta los nodos en V.
Claramente, esta definicion del grafico permite asociar la funcién escalar ¢ : V. — R

que establece el valor para cada nodo v;, para 1 < ¢ < |V]| (V] es la cardinalidad del
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conjunto de nodos), del grafico G como ¢ (v;) = ¢(g;, M; (f)); tal funcién discreta puede
ser representada como ® = {¢ (v1),...,¢ (vjy)) }-
Los pesos para cada arista E que conectan los nodos v; y v; estdn dados por
_d(s1:95)

e Dmax | ifd(gi,95) < Dmax,
W, ;= (3.6)

0, otro caso,

donde g; y g; son proyecciones de referencia en R, d es la distancia angular entre éstas y
Dnax es el umbral de distancia predefinido que determina la topologia del grafico G.

Como se presenté antes en la Seccion 2.3 (ver también el Apéndice A), la
Transformada de Fourier de la funcién soportada en el grafico G es

\4

d(N) =D ¢ (v))uiy, (3.7

j=1
donde u;, con 1 < ¢ < |V, es uno de los vectores propios de la matriz Laplaciana del
grafico G (ver (2.12) de la Seccién 2.3) y \; su respectivo valor propio. Para complementar
la definicién de la Transformada de Fourier, la definicién de la Transformada Inversa de

Fourier es

¢ (v;) = Z@(Aj)um’- (3.8)

Jj=1
Es importante seialar que como sucede también con la Transformada de Fourier

estandar, en el caso de la GFT se tiene la siguiente identidad de Parseval

v v ,

> 6w’ =>(d00) (3.9)

i=1 i=1
la cual relaciona la energia de la sefial soportada en el grafico G y su respectiva
representacion en el dominio espectral del grafico. Lo anterior es relevante a la hora
de proponer el filtrado espectral de las sefales soportadas en graficos.

Una forma mas intuitiva de entender los elementos que se han presentado es la
siguiente. El grafico G representa las medidas de similitud ¢, calculadas con (3.2),

de la proyeccion experimental f respecto a todas las proyecciones de referencia en R
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max
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Figura 3.2: (columna izquierda) Representacion grafica de las medidas de similitud entre
una imagen experimental f y todas la proyecciones referencia en R calculadas con (3.2)
(es decir, la funciéon @) y (columna derecha) la correspondiente versiéon pasa-bajas (es
decir, la funcién ®’) calculadas con el enfoque de procesamiento de senales soportadas
en graficos. La barra de colores en la izquiera muestra el rango de valores de la medidas
de similitud. Los puntos azules muestran el maximo valor en los graficos, la distancia
entre el punto azul en el grafico original y el que se encuentra en su respectiva versién
filtrada proporciona un criterio de confianza durante el proceso de asignaciéon angular.
De manera que la fila superior muestra un ejemplo en el que hay mayor confianza en la
asignacion que aquel representado en la fila inferior.
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luego del correspondiente alineamiento. Adicionalmente, esta representacién también
contiene la relacién espacial entre dichas proyecciones de referencia. En el caso ideal,
cuando las proyecciones experimentales no estan contaminadas con ruido, el grafico
deberia poseer una sola regiéon donde se encuentra un valor maximo de ¢ rodeado
de una distribucion que decae de dicho valor maximo a cero. En este escenario seria
facil identificar la proyeccién referencia g cuya orientaciéon deberia ser asignada a la
proyeccion experimental f. Sin embargo, la naturaleza ruidosa de las proyecciones
experimentales se refleja en la posible aparicién de regiones que tienen valores altos
de ¢ rodeados de valores bajos (en este caso, correlaciones espurias luego de alinear f
contra la proyecicon referencia g ubicada en esa direccién). Para encontrar la region
“suave” con valores altos de ¢ se deben “aplanar” aquellas regiones espurias en la
funciéon ®. El aplanamiento se logra usando la Transformada de Fourier de (3.7) y
seleccionando los coeficientes con menor variacién, aquellos que contienen el 95 % de
la energia espectral de @, para calcular la Transformada Inversa de Fourier con (3.8) y
obtener una versién suavizada de la funcién ® (o sea, la funcién ®’). La funcién @’ sirve
para revisar si la direccién de proyeccion a partir de la cual fue generada g (aquella que
luego de las dos primeras etapas de alineamiento proporciona el mayor valor de similitud
®(g9,M (f))) se ubica en la regién donde se encuentra el pico de valores de similitud,;
este comportamiento es un indicador de confianza de la asignacion de la informacion de
proyeccién de g a la proyeccion experimental f. La idea detras de este enfoque es que
la informacién espacial de las proyecciones de referencia en R es relevante cuando se
calculan los valores de similitud, usando (3.2), entre las proyecciones en el conjunto P y
las proyecciones alineadas en R, porque estos valores corresponden en si mismos a una
variable aleatoria debido a la naturaleza ruidosa de las proyecciones experimentales (ver
ejemplo en la Figura 3.2).

Cabe anotar que este método de procesamiento de sefiales en graficos puede ser
usado para medir la calidad de la asignacién angular llevada a cabo por cualquier
método y compararla contra la realizada por el método propuesto en este trabajo. Esto se
realiza comparando la asignacién hecha por cualquier otro método con la asignacién que

lleva a cabo el método propuesto en este trabajo, considerando, como se mostrara en el
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siguiente capitulo, que este tltimo se desemperfia de forma similar, como herramienta de
asignacion angular, a otros métodos ampliamente usados en el campo de procesamiento
de imagenes en Crio-EM. De esta manera, dada la asignaciéon angular hecha a una
proyeccion experimental f usando un método A y por el método propuesto en este
trabajo, p. e. método R, se puede proporcionar informacion sobre la discrepancia entre
la orientacién proporcionada por los métodos A y R calculando la correlacién (e,.y) entre
las proyecciones de referencia asociadas a f por ambos métodos. También, es posible
medir la distancia (d,...) de la proyecciéon de referencia g, asignada a la proyeccién
experimental f por el método A, hasta la region del pico de similitudes de la versién
suavizada de correlaciones de Pearson indexadas a través del grafico G (es decir, la
funcién @'). Finalmente, el método propuesto en este trabajo puede proporcionar también
una medida de similitud, ~,,;, entre las proyecciones de referencia que corresponden a
las orientaciones asignadas por el método A y las proyecciones de referencia asociadas a

las orientaciones que corresponden a los valores més altos del grafico suavizado @'.

3.1. Resumen del enfoque propuesto

Un resumen de la herramienta propuesta se puede encontrar en la Figura 3.3 y el
correspondiente algoritmo en el Apéndice B. El método que se propone y se ilustra en
la Figura 3.3 recibe una proyeccién de entrada f, ya sea una proyeccién experimental o
class-average, que se compara, via correlacion de Pearson (Ecuacién (3.2)), con cada una
de las proyecciones referencia g en el conjunto R (galeria de proyecciones de referencia
generadas a partir del modelo inicial). El objetivo es asignar una direccién de proyeccion
a partir de la cual pudo haber sido generada la proyeccién experimental f durante el
proceso de adquisicién, dado el conjunto R y sus respectivas direcciones de proyeccion
asociadas; sin embargo, antes de asignar una direccién de proyecciéon a cada f es
necesario registrarla con cada ¢g; € R. En el primer ciclo de busqueda se calcula un
conjunto de parametros de alineamiento entre f y cada g; € R, asi como su respectiva
medida de similitud usando (3.2) luego de ser alineadas usando la transformacién M;.

Posteriormente, la proyeccion experimental es sometida a un segundo ciclo de busqueda
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de parametros, pero esta vez solo con respecto a las proyecciones g; € R cuyos valores
de ¢, calculados por (3.2), sean altos después del primer ciclo de bisqueda. Este segundo
ciclo de busqueda es un “refinamiento” de los parametros de alineamiento entre cada
par de proyecciones, como se mencioné antes. Finalmente, la direccién de proyeccién
asignada a la proyeccion experimental f es aquella que corresponde a la proyeccién de
referencia g; con respecto a la cual se obtuvo el mejor valor de ¢ (g;, M; (f)) luego del
alineamiento durante los dos ciclos de bisqueda antes mencionados. Adicionalmente,
usando la funcién ®, el entorno de valores para ¢ indexados a través del grafico G
que resultan de comparar la proyecciéon experimental f con todas las g; € R, asi como
su version filtrada (usando el enfoque espectral basado en graficos), se calculan varios
parametros que permiten validar la confiabilidad de la asignacién angular hecha a cada

proyeccion experimental f (ver ejemplo en la Figura 3.2).
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for each g; € R

gi

for a percentage of top correlated reference projection g;

choose the reference projection compute parameters

g; € R that gives maximum Erefs dpeaks Yori

correlation after alignment with using raw and filtered landscapes
the experimental projection f of graph indexed Pearson values

Figura 3.3: Resumen del método propuesto en este trabajo para llevar a cabo asignaciéon
angular.



Capitulo 4

Resultados y Discusion

En este capitulo se reportan los resultados de los experimentos que demuestran
el desemperfio del método propuesto para llevar a cabo la validacién de asignaciones
angulares en la etapa de refinamiento. El primer experimento pretende mostrar
unicamente el desempeino de la herramienta de asignacion angular usando datos
sintéticos mientras el segundo muestra el desempeiio como alternativa para medir la
confianza en las asignaciones angulares hechas, ya sea que éstas hayan sido dadas con
la herramienta propuesta o con otro método.

Para los experimentos, nuestro método fue implementado dentro de la infraestructu-
ra del paquete para procesamiento de imagenes de Crio-EM conocido como Scipion [59]
usando también las bibliotecas de Xmipp [82] (ambos paquetes pueden ser obtenidos des-
de [83] y [84], respectivamente). Uno de los grandes beneficios de Scipion es que permite
incorporar programas y bibliotecas de varios grupos como plugins lo cual permite a los
usuarios utilizar métodos variados para producir un mapa 3D y a los desarrolladores
comparar los diferentes métodos y sus implementaciones. Para la siguiente presentacién
es importante mencionar que un protocolo es una secuencia de diferentes métodos im-
plementados como programas independientes. La herramienta propuesta en esta tesis
para llevar a cabo asignaciéon angular se incluy6 en el protocolo de refinamiento conocido
como Highres en Scipion como alternativa al método que este protocolo tiene por defecto,
conocido como Significant [26]. Por otra parte, la implementacion del procedimiento de

validacién (el tercer procedimiento descrito en el Capitulo 3), fue implementada como

49
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un protocolo independiente dentro del entorno de Scipion de manera que éste pudiera

recibir un conjunto de proyecciones y validar su asignacion angular.

4.1. Desempeiio de la herramienta de asignaciéon angular

Primero se describe el experimento con datos sintéticos para evaluar el método
propuesto y su funcionamiento como herramienta para hacer asignaciéon angular, para
esto se usaron proyecciones ruidosas sintéticas generadas desde un mapa 3D de
ribosoma [85]; dicho mapa esta disponible dentro de los datos de prueba de Scipion
para el plugin de Relion [56], la cual es una de las herramientas disponibles para el
refinamiento de biomoléculas en Crio-EM y una de las mas utilizadas en la comunidad.

El conjunto de proyecciones de referencia R para este experimento consta de 4,412
proyecciones sin ruido del mapa 3D representando el ribosoma; las proyecciones de
este conjunto cubren la esfera de proyecciéon de la manera mas homogénea posible (un
método de muestreo que usa una rejilla triangular basada en el trabajo presentado en
[86]) resultando en una separacion de ~3.85° entre cada par de proyecciones. Todas las
proyecciones del conjunto tienen dimensiones 128 x 128 y una resolucion de 3.3 A/ pix.
Para crear el conjunto sintético de proyecciones experimentales P, se seleccionaron de
forma aleatoria 1,000 proyecciones del conjunto R y se les aplicé una transformacion
rigida T} o Ry (g). El valor de 0 fue elegido de una distribucién uniforme continua con
limites [—179, 180] mientras que los elementos del vector de desplazamiento t fueron
elegidos de una distribuciéon uniforme continua con limites [-12.8, 12.8] (esto es, £10 %
del tamarfio de las proyecciones); este rango para el desplazamiento fue elegido porque
son los valores reportados para conjuntos reales de proyecciones en Crio-EM después de
las etapas de seleccién de particulas y pre-procesamiento. Finalmente, cada proyeccion
f € P fue corrompida con ruido cuya funcion de densidad es una distribucién Normal con
media nula y cuatro diferentes varianzas o7, 03, 03 y o7 de forma tal que la SNR tuviera
valores promedio de -7.53 dB, -10.24 dB, -12.36 dB, y -15.06 dB, respectivamente; de
esta manera, se construyeron cuatro conjuntos P,,, Ps,, Pss ¥ Ps, de 1,000 proyecciones

experimentales creadas de forma sintética.



CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

SNR [dB]

-7.53

-10.24

-12.36

-15.06

o1 lop) 03 04

4% Exactitud [ %] 99.00 98.00 97.50 89.40

qé Dif. angular [deg] | 1.214+0.73 | 1.25+£0.74 | 1.33+0.77 | 1.69+0.97

S‘" Dif. shift [pix] 0.29+0.13 | 0.304+0.14 | 0.32+0.16 | 0.47+0.24

o Exactitud [ %] 99.80 99.10 98.50 97.30

é Dif. angular [deg] | 0.69+0.29 | 0.614+0.26 | 1.12+0.34 | 1.27+0.47
Dif. shift [pix] 0.14+0.08 | 0.15+0.07 | 0.20£0.10 | 0.30£0.15

@ Exactitud [ %] 98.70 97.30 96.70 94.50

%:n Dif. angular [deg] | 1.234+0.75 | 1.29+0.76 | 1.384+0.83 | 1.49+0.86

a Dif. shift [pix] 0.35+£0.16 | 0.36+0.17 | 0.38+0.18 | 0.40+0.20
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Tabla 4.1: Resultados de exactitud y diferencias entre parametros reales y estimados
producidos por los métodos Relion, Highres y el propuesto en esta tesis para la
clasificacion de orientacién de proyecciones creadas de forma sintética a partir de
proyecciones de un mapa 3D de ribosoma; se usaron 4 diferentes niveles de ruido o1,

02, 03, Y 04.
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Las proyecciones de referencia en R y los cuatro conjuntos de proyecciones
experimentales sintéticas P,, a P,,, fueron usados como entrada al método de asignacién
angular propuesto (ver Capitulo 3). Durante el procesamiento de los conjuntos
experimentales fueron calculadas las diferencias entre la orientacién y parametros
de alineamiento estimados y los valores reales usados para crear las proyecciones
experimentales sintéticas.

Los resultados en la Tabla 4.1 muestran que el método propuesto en esta tesis
alcanza una exactitud comparable con la alcanzada por Relion y Highres detectando
la proyeccion de referencia, o alguna de sus vecinas, usada para generar la proyeccién
experimental sintética; aunque se destaca el menor desempernio alcanzado en el caso de
los datos con mayor cantidad de ruido. Ademas, para las proyecciones sintéticas cuyas
orientaciones fueron estimadas de manera correcta, la diferencia entre los parametros de
alineamiento estimados y la transformacién aplicada a la hora de generarlas es también
similar a las producidas por estos métodos. Finalmente, el tiempo de ejecucién promedio
para el método propuesto fue de 1.1 horas, mientras Relion y Highres tardaron 0.6
y 4.2 horas, respectivamente; estos valores de tiempo son para arreglos de ejecucion
similares (4 procesos paralelos usando el protocolo de comunicacién MPI - Message
Passing Interface) en el mismo computador.

Es importante mencionar en este punto que si bien la herramienta de asignacién
angular no super6 en robustez frente al ruido y en tiempo de ejecucion a los otros métodos
comparados, en todos los escenarios simulados, si mostré una consistencia suficiente
para que pueda ser usada como parte del proceso de validacién, ya que normalmente el
proceso de validacién de asignacién angular en estos casos se hace en media-baja y baja

resolucién.

4.2. Desempeio con proyecciones reales

Adicionalmente, se llevaron a cabo otros tres experimentos usando ahora datos
reales, es decir, datos adquiridos durante un proceso real de Crio-EM SPA; de manera

similar al experimento anterior, se compararon los resultados de la herramienta
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propuesta con los producidos por los algoritmos Relion y Highres.

El primer conjunto de datos proviene de un virus conocido como BVM (Brome
Mosaic Virus) [87, 88], el segundo proviene de una macromolécula conocida como -
galactosidasa (5-gal) [89, 90] y el tercer conjunto de datos proviene de la apoferritina
cuyas proyecciones experimentales fueron adquiridas en las instalaciones del Centro
Nacional de Biotecnologia en Madrid, Espana (colaboradores en el desarrollo del
presente trabajo). Las proyecciones del BMV fueron adquiridas con un voltaje de 300 kV,
magnificacion de 50, 000x, aberracién esférica de 4.1 mm, contraste de amplitud de 0.1 y
un tamano de pixel de 0.99 A/pl’x. Las proyecciones para el $-gal fueron adquiridas con
un voltaje de 300 kV, magnificacién de 50,000 x, aberracion esférica de 2.7 mm, contraste
de amplitud de 0.1 y un tamarfio de pixel de 0.32 A/pix. Mientras las proyecciones de
la apoferritina fueron adquiridas con un voltaje de 300 kV, magnificacion de 50,000x,
aberracién esférica de 2.7 mm, contraste de amplitud de 0.1 y un tamafio de pixel
de 0.94A/pix. Para todos los experimentos fueron usadas proyecciones cuyas CTFs
son normales (p. e., sin defectos de astigmatismo); resultando en 21,244 proyecciones
para el BMV, 10,000 proyecciones para la 3-gal y 46,182 proyecciones en el caso de la
apoferritina. Estas proyecciones fueron procesadas para normalizar sus valores de pixel
(sustrayendo una funcién rampa y garantizando valores de fondo con una distribucién
normal de media cero y desviaciéon estandar unitaria), también fueron removidos valores
inusualmente altos y reemplazados por valores de una distribucién normal de media
cero y desviacion estandar unitaria (técnica conocida como dust removal) y finalmente se
les realizé un proceso de phase-flipping (inversion de fase a las frecuencias que generan
contraste invertido en las proyecciones segun la CTF estimada, ver la Seccién 2.1.2).

El mapa inicial para generar las proyecciones de referencia R para el experimento
con el BVM fue creado usando Significant como se presenté en [26] con el conjunto
de proyecciones class-average de “buena calidad” segun el método de clasificacion
CL2D [55] que usa un método de clustering para dividir las proyecciones en un nimero
predeterminado de clases. De forma similar, CL2D fue usado para generar un “buen
conjunto” de proyecciones class-average para obtener el mapa inicial utilizado en los

proyectos de la 3-gal y la apoferritina, pero en el caso de la 5-gal la reconstruccién del
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mapa inicial fue llevada a cabo usando Relion [14, 56] mientras que en el caso de la

apoferritina la reconstruccion fue llevada a cabo usando cryoSparc [91].

—Relion
03 — Significant
0,2 — Proposed

2 % - 0 0,05 0,1 0,15 02 0,25 0,3
(-0.01, 0.03) (-0.01, 0.03) Spatial frequency (1/4)

—Relion
0,3  —Significant
0,2  —Proposed

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 03 0,35 0,4
Spatial frequency (1/A)

(-0.02, 0.04) (-0.02, 0.04) (-0.02, 0.04)

Figura 4.1: Secciones centrales de reconstrucciones de alta resolucién producidas por
refinamiento de mapas usando (de izquierda a derecha) Relion, Highres y el método
propuesto para (fila superior) los datos de BMV y (fila inferior) 3-gal, respectivamente.
En amarillo estd el rango de niveles de gris usado para desplegar las imagenes.
Adicionalmente, en el extremo derecho, se presentan las curvas FSC que dan idea de
la resolucién alcanzada por cada método.

De la misma forma que en la seccién anterior, se usé para los tres experimentos el
método de [86] para generar el conjunto de proyecciones referencia R, el cual garantiza
una distancia angular de aproximadamente 3.85° entre cada par de proyecciones, aunque
el nimero de proyecciones es diferente en cada experimento porque este nimero depende
de la simetria de la biomolécula . Para el caso del BMYV, el cual tiene simetria icosaédrica,
cada proyeccion tiene 60 vistas equivalentes de manera que el nimero total de elementos
en R se reduce de 4,412 a 74 proyecciones referencia; por otra parte, en el caso de la 5-gal,
que tiene simetria diédrica, hay 4 vistas equivalentes por cada proyeccién y el nimero
de elementos en R se reduce a 1, 103 proyecciones referencia. Finalmente, para el caso de
la apoferritina que tiene simetria octaédrica el conjunto R queda con 183 proyecciones
referencia.

Los conjuntos de proyecciones experimentales junto con sus correspondientes

galerias de referencia fueron procesados con Relion y Highres dentro de Scipion para
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Figura 4.2: Histogramas de las medidas (izquierda) c,.y, (centro) v.,;, y (derecha) dpcq
producidas en diferentes iteraciones durante la asignacién angular de Relion para las
proyecciones experimentales de (fila superior) el BMV y (fila inferior) la 3-gal. Los
histogramas de color azul fueron producidos en la 5? iteracién para los dos conjuntos
de datos mientras los histogramas de color naranja fueron producidos en la 202 iteracién
para el BMV y en la 152 iteracién para la g-gal.

producir los correspondientes mapas 3D. En la Figura 4.1 se muestran secciones
centrales de los mapas 3D obtenidos con los tres métodos y se puede observar que las
imAagenes presentan caracteristicas similares, por lo menos visualmente con la ventana
de visualizaciéon seleccionada manualmente. Ademads, para tener un panorama menos
“subjetivo” del desempefio de los tres métodos se incluyen en esta misma figura las
curvas FSC producidas por cada uno de los métodos; estas curvas muestran que los tres
métodos producen resoluciones similares después de su respectiva asignacién angular.
Sin embargo, para ganar informacién adicional acerca de la calidad de la asignacién
de orientaciones por los tres métodos, se aplicé el procedimiento, basado en GFT, que
permite determinar el nivel de confianza de la asignacion angular efectuada por algin
método y que fue presentado en el capitulo anterior. Las medidas c,cf, dpeak Y Vori
proporcionadas por nuestro método basado en teoria de graficos permiten evaluar la
calidad de las asignaciones llevadas a cabo por algiun método. La Figura 4.2 muestra
un ejemplo de cémo se comportan esas medidas cuando se usan para validar las
asignaciones angulares hechas por otros métodos. Se pueden ver los histogramas

correspondientes a esas medidas obtenidas para dos iteraciones diferentes durante la
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asignacion hecha por Relion a las proyecciones experimental es del BMV y la 5-gal. Estos
histogramas demuestran que valores més altos para ¢,.s y 7ori y valores menores de dpqx
proporcionan mejor indicacién de calidad en la asignacién de orientaciones hecha por
algin método. Para decidir qué proyecciones experimentales corresponden a los valores
mas altos de €,.; ¥ Vori ¥ los valores mas bajos para dy..i a partir de las distribuciones
de estas medidas, se pueden obtener umbrales que indiquen en dénde se encuentran
estos rangos de valores; dichos umbrales pueden ser obtenidos con un método como el
propuesto por Otsu [92]. De esta manera, las proyecciones experimentales por fuera del
“buen rango” de calidad son aquellas que no contribuyen de manera significativa en el
mapa 3D final; estas proyecciones pueden ser consideradas como potencialmente mal
alineadas. Para probar esta hipétesis se seleccionaron las proyecciones en los rangos
antes mencionados y se almacenaron en un conjunto C, el resto de proyecciones se
ubicaron en un conjunto W. Debido a que estos conjuntos no tienen la misma cantidad
de elementos, se igualan eligiendo aleatoriamente el nimero adecuado de proyecciones
del conjunto mas grande. Finalmente, ambos conjuntos de proyecciones son usados para
producir las curvas FSC que a su vez pueden ser utilizadas para comparar la resolucién
alcanzada por los mapas 3D correspondientes.

Para examinar el desempeiio del método que hemos propuesto como herramienta de
validacion de asignaciones angulares previamente hechas por otros programas, en este
caso por Relion y Highres, utilizamos los conjuntos de datos disponibles; cada conjunto
de proyecciones experimentales con su respectiva asignaciéon angular fueron divididos
en el conjunto C de proyecciones “bien” asignadas y el conjunto complementario W de
proyecciones “no-significativas” usando el criterio de medidas €,cf, Yori ¥ dpear antes
mencionado.

En la Figura 4.3 se presentan los resultados obtenidos con las proyecciones
experimentales del BMV. La Figura 4.3a muestra, con diferentes colores, las curvas
FSC de los mapas 3D producidos con Relion cuando se usaron las proyecciones
clasificadas en los conjuntos C y W para la asignacién angular en las 10 y 15%
iteraciones, respectivamente. La Figura 4.3b muestra, con diferentes colores, las curvas

FSC de los mapas 3D producidos con Highres usando las proyecciones experimentales
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Figura 4.3: Diferentes curvas FSC que corresponden a los mapas 3D producidos con
varios métodos usando las proyecciones experimentales del BMV. Cada imagen en la fila
superior muestra las FSC correspondientes a mapas 3D obtenidos con proyecciones en
los conjuntos C y W usando (a) Relion hasta la 10? y 152 iteracion, respectivamente, y (b)
Highres hasta la 3% iteracién; para todas las curvas el nimero de proyecciones en W es el
valor en paréntesis. Adicionalmente, cada imagen en la fila inferior presenta las curvas
FSC correspondientes a los mapas 3D obtenidos con las proyecciones en los conjuntos C y
R usando (c) Relion para diferentes iteraciones (mostradas en paréntesis) y (d) Highres
hasta la 3? iteracion.
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Figura 4.4: Diferentes curvas FSC asociadas a los mapas 3D producidos con varios
métodos usando las proyecciones experimentales de la 3-gal. Cada imagen muestra la
FSC que corresponde a los mapas obtenidos con las proyecciones en los conjuntos C y W
usando (a) Relion hasta las iteraciones 10? y 15% iteracion, respectivamente; y (b) Highres
hasta la 5% iteracién; para todas las curvas el nimero de proyecciones en W es el valor
en paréntesis. Adicionalmente, cada imagen en la fila inferior presenta las curvas FSC
correspondientes a los mapas 3D obtenidos con las proyecciones en los conjuntos Cy R
usando (c) Relion para diferentes iteraciones (mostradas en paréntesis) y (d) Highres
hasta la 5% iteracion.
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en los conjuntos C y W. Estas figuras muestran en todos los casos que los mapas
3D producidos con las proyecciones clasificadas en los conjuntos C tienen mejor
resolucion que sus contrapartes producidas con las proyecciones en los conjuntos W.
Para tener comparaciones adicionales, se presentan en las Figuras 4.3c y 4.3d las
curvas FSC que corresponden a los mapas 3D reconstruidos con todas las proyecciones
experimentales en el conjunto P después de la asignacion angular junto con las
curvas FSC correspondientes a los mapas 3D reconstruidos con las proyecciones
experimentales asociadas al conjunto C por el método de validacién propuesto. La
Figura 4.3c corresponde a las curvas FSC asociadas a los mapas 3D producidos por
Relion usando las proyecciones experimentales asignadas en las 10? y 152 iteraciones.
Por otra parte, la Figura 4.3d corresponde a las curvas FSC asociadas a los mapas 3D
producidos con Highres.

Para la 5-gal y la apoferritina se repitié el experimento presentado en la Figura 4.3 y
se presentan los resultados en las Figuras 4.4 y 4.5, respectivamente. De forma similar
a los experimentos con el BMV, los resultados para la 5-gal y la apoferritina también
sugieren en cada caso que los mapas producidos con las proyecciones y sus respectivas
asignaciones angulares clasificadas en los conjuntos C tiene una mejor resoluciéon que
sus contrapartes producidas con las proyecciones en los conjuntos W.

Finalmente, de manera que se pueda observar mas claramente la utilidad del
método propuesto como herramienta de validacion, se incluyen los resultados para
un experimento con el BMV en el cual se estudia el efecto de incluir proyecciones
identificadas como potencialmente mal alineadas durante la reconstruccién de un mapa
3D. Para esto, se usé el mapa de alta resolucion EMD-6000 del virus en cuestion,
obtenido del EMDB (siglas del banco de datos de microscopia electrénica) [88, 93],
como referencia para propésitos de comparacion. El método de validaciéon propuesto
identifico 1,383 proyecciones experimentales como potencialmente mal alineadas en
el conjunto de datos del BMYV; basados en este resultado, se construyeron dos
conjuntos de proyecciones de igual tamaiio, el conjunto C que contiene solo proyecciones
identificadas como correctamente asignadas y el conjunto W conteniendo porcentajes

complementarios de proyecciones correcta e incorrectamente asignadas. Luego, estos
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Figura 4.5: Diferentes curvas FSC asociadas a los mapas 3D producidos con varios
métodos usando las proyecciones experimentales de la apoferritina. Cada imagen
muestra la FSC que corresponde a los mapas obtenidos con las proyecciones en
los conjuntos C y W usando (a) Relion hasta las iteraciones 5% y 10% iteracion,
respectivamente; y (b) Highres hasta la 3? iteracion; para todas las curvas el nimero
de proyecciones en W es el valor en paréntesis. Adicionalmente, cada imagen en la
fila inferior presenta las curvas FSC correspondientes a los mapas 3D obtenidos con
las proyecciones en los conjuntos C y R usando (c) Relion para diferentes iteraciones
(mostradas en paréntesis) y (d) Highres hasta la 3% iteracién.
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conjuntos de proyecciones y sus respectivas asignaciones angulares fueron usados para
reconstruir dos mapas a ser comparados contra el mapa de referencia de alta resolucion
antes mencionado. Este experimento se llevé a cabo cuando el segundo conjunto de
datos contiene 50%, 30% y 10% de proyecciones identificadas como mal alineadas,
respectivamente. Los resultados de este experimento se reportan en la Figura 4.6 donde
se puede ver que a mayor porcentaje de proyecciones potencialmente mal alineadas en

un conjunto, mayor es la diferencia entre las curvas FSC.
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Figura 4.6: Comparaciéon de curvas FSC producidas cuando se compara el mapa 3D de
alta resolucién del BMV (EMD-6000 del EMDB) contra los mapas obtenidos de los dos
conjuntos de datos C y W, cuando W contiene (verde) 50 %, (rojo) 30 %, y (azul) 10 % de
proyecciones identificadas como mal alineadas, respectivamente.

4.3. Discusion

La calidad de un mapa 3D reconstruido se puede ver afectada de manera negativa,
debido a la posibilidad de cometer errores durante el proceso de refinamiento cuando
se usa el enfoque de projection matching; estos errores se deben principalmente a la
falta de exactitud en la estimacion de la direccion de proyeccién (derivada de los errores
en el alineamiento entre la proyeccién experimental y las proyecciones de referencia),
asi como a la presencia de heterogeneidad (ya sea estructural o composicional) en las

proyecciones involucradas en el proceso las cuales no fueron detectadas durante el
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proceso previo de clasificacion. Adicionalmente, la falta de exactitud en la asignacién de
orientaciones a las proyecciones experimentales puede ser persistente como resultado del
fenémeno reference bias [62, 94], es decir, el alineamiento incorrecto de las proyecciones
referencia con el ruido presente en las proyecciones experimentales (donde puede no
haber realmente seiial de la biomolécula); o al fenémeno de overfitting [28, 95], es decir,
el registro de ruido de alta frecuencia que es interpretado de manera errénea como
caracteristicas estructurales de alta resolucion presentes en la biomolécula de interés.

En la actualidad, la practica establecida en Crio-EM es validar los mapas 3D
finales. Aunque se han presentado algunos trabajos que buscan validar la asignacién
angular durante el proceso de refinamiento [32, 33], estas técnicas no han sido hasta
ahora adoptadas de forma amplia de manera que el problema sigue abierto a nuevas
propuestas.

En el presente trabajo se propuso un método para llevar a cabo el proceso de
asignacion angular durante el refinamiento de mapas de biomoléculas, asi como la
posibilidad de hacer también la validacién de dicha asignacién. Aunque la etapa de
asignacion angular no supera la robustez frente al ruido de otros métodos comunmente
usados, como se mostré en la Seccién 4.1, presenta una consistencia suficiente en sus
asignaciones, sobre todo en media-baja y baja resolucién, de manera que puede ser usado
como parte del método de validacién de asignaciones presentado en la Seccién 4.2. En
dicha seccién se mostré que el enfoque de validacion de asignaciones permite identificar
proyecciones que contribuyen poco a mejorar la resolucién del mapa, posiblemente
porque exista un error en su asignaciéon angular de acuerdo con los criterios de calidad
propuestos. Este procedimiento de validacién puede ser usado junto con cualquier
método de asignacién de orientaciones como parte de algin método de refinamiento, en
donde puede servir como herramienta para excluir proyecciones pobremente registradas
(que de otra forma podrian continuar siendo mal asignadas durante el proceso de
refinamiento), facilitando asi la reconstruccion de mapas 3D con mayor resolucion.
Teniendo en cuenta el creciente interés en la comunidad dedicada a hacer Crio-EM SPA
para proporcionar mayor validez a los mapas reportados, el método propuesto podria

complementar los enfoques existentes, ya sea durante el proceso mismo de refinamiento
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de los mapas o cuando se lleva a cabo el proceso de validacién cruzada de los mapas
reconstruidos.

La calidad de las estructuras determinadas a través de Crio-EM SPA puede seguir
mejorando si se introducen nuevos métodos de procesamiento de imagen junto con
herramientas de validacion mas robustas que permitan identificar diferencias sutiles
en mapas 3D de alta resolucién, de manera que SPA pueda ser aplicado con especimenes
mas complejos o heterogéneos [96, 97]. Aunque también es importante mencionar que,
para alcanzar dicho objetivo, las herramientas computacionales necesitan trabajar de
manera conjunta con otros procesos involucrados en SPA tales como la preparacién de

los especimenes y la adquisicion de proyecciones.
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Conclusiones y Trabajo Futuro

La calidad de los mapas 3D en Crio-EM SPA dependen criticamente de asignar
orientaciones de forma precisa a las proyecciones experimentales previo al proceso de
reconstruccion. Como ya hemos visto, el problema basico en Crio-EM SPA es uno de
reconstrucciéon tomografica en el que se tienen proyecciones tomadas desde orientaciones
desconocidas generadas a partir de multiples copias de una biomolécula que, en
principio se consideran idénticas, pero que en la practica presentan heterogeneidades
composicionales y estructurales; ademas, dichas proyecciones cuentan con una muy baja
relacién sefial-ruido a pesar de todos los desarrollos instrumentales para adquisicion.
Estas caracteristicas de las proyecciones obtenidas en Crio-EM SPA implican la
presencia de muchos minimos locales en las funciones de optimizacién, lo cual a su vez
limita la calidad de los mapas reconstruidos.

En el presente trabajo se propuso un método, basado en correlacién cruzada, para
llevar a cabo el proceso de asignacion angular durante el refinamiento de mapas
3D de biomoléculas y otro parahacer la validacién de dicha asignacién. Esta tultima
caracteristica es importante y novedosa, ya que ningin método de asignacién angular
usado en el campo de biologia estructural hace una validacién sobre sus propias
asignaciones. Aunque el método propuesto para la etapa de asignacién angular no
supera la robustez frente al ruido de otros métodos cominmente usados, si presenta una
consistencia suficiente en sus asignaciones, sobre todo en media-baja y baja resolucién,

lo cual permite que pueda ser usado como parte del método propuesto para validar las
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asignaciones angulares hechas durante el proceso de refinamiento. Para el proceso de
validacién de asignaciones angulares previas, se presenté una metodologia basada en el
procesamiento de sefnales con soporte en graficos de nodos y aristas que permite analizar
el entorno de correlacion como una funcién de la orientacién a partir de la cual fueron
generadas las proyecciones usadas como referencia, este es un enfoque que permite
estimar la confiabilidad de las orientaciones asignadas buscando un consenso entre la
informacién calculada a partir del vecindario de proyecciones de referencia. Usando este
método, se pueden identificar proyecciones experimentales con baja confiabilidad cuya
asignacion angular pueda afectar de manera negativa la reconstruccion final del mapa
3D.

Una gran ventaja de la implementacion de los métodos propuestos, tanto de
asignacion angular como de validaciéon de asignaciones, es que fueron desarrollados
como parte de la plataforma Scipion la cual integra varios paquetes de software
utilizados en el ambito de Crio-EM y biologia estructural. Lo anterior es relevante
porque facilita su difusién y aumenta la posibilidad de que sea probado por los usuarios
en diferentes proyectos, con proyecciones de diferentes caracteristicas y diferentes
niveles de complejidad asociados principalmente a la presencia de heterogeneidades
estructurales y composicionales. Adicionalmente, facilita también la construccion de
otras herramientas de procesamiento dentro de Scipion que usen como base los
programas construidos en el presente trabajo.

La idea del método propuesto para validar una asignacién angular previa ofrece
la posibilidad de extenderse en la clasificacion o deteccién de heterogeneidades en el
conjunto de proyecciones experimentales, esto se hace utilizando el mismo esquema
de validacién de asignaciones angulares pero esta vez utilizando dos o mas mapas 3D
iniciales a partir de los cuales se genera la galeria de proyecciones referencia. Con esto
se busca, al final de cada etapa de asignacion angular (una diferente para cada modelo
o mapa inicial), sacar del conjunto total de proyecciones experimentales aquellas que
segun el criterio de validacion propuesto no se ajusten de manera confiable a cada mapa
inicial. Hemos implementado esta idea en Scipion y a la fecha hemos disefiado una serie

de experimentos para hacer pruebas preliminares.
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Finalmente, aunque los programas incluidos en el presente trabajo permiten ejecutar
varios procesos al tiempo, éstos estan limitados por el niimero de procesadores que tenga
la maquina donde se ejecutan; de manera que se espera poder construir versiones que

funcionen en paralelo sobre tarjetas graficas (GPUs, por sus siglas en inglés).



Apéndice A

Fourier para Senales Indexadas

por Graficos

A.1. Propiedades de la Transformada de Fourier

La Transformada de Fourier es una operacién matematica que permite descomponer
una funcién en sus frecuencias constituyentes. Esta herramienta desempefia un papel
muy importante en el procesamiento de sefiales asi como en otros campos de la ciencia
y la ingenieria. Se presentan a continuacién algunas caracteristicas asociadas al cambio
de representacion de sefiales usando la Transformada de Fourier, para luego presentar
en la Seccién A.2 el analisis relacionado con este cambio de representacion para sefiales

indexadas a través de graficos.

Definicion A.l1. Para una funcién continua y diferenciable f, la variacién total esta

definida como || f|| = [

—00

f’(t)‘ dt, donde f'(t) es su derivada. Para el caso discreto,
la variacién total se define tipicamente como ||f|| = > |f(n) — f(n —1)|. Ademaés

se dice que [ tiene variacion acotada si || f|| < +oo .

La variacién total permite medir la amplitud total de las oscilaciones de una funcion,
lo cual es relevante para el estudio de técnicas de procesamiento de sefiales ya que la
amplitud total de las oscilaciones impacta en la tendencia a decaer de los coeficientes de

Fourier que representan la funcion en este espacio. El producto interno de dos funciones
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f,9€ L2 (QCR)es (f,9) = [, f (t) g* (t) dt, por lo que || f||* = = Jolf @) dt.

Proposicién A.1. en [98]. Si f(t) es diferenciable y f(w) = 75 ft)e ™tdt es su

transformada de Fourier, entonces ‘f(u))‘ < %

En el analisis de teoria de aproximacién, se considera que una funcién f de
cuadrado integrable en el intervalo [0,1] se puede descomponer como f(t) =
S oo [(f(w), 2™y | e2mmt con ( f(u),emmv) = fol f(u)e=2™udy  de manera que

el término de aproximacién de Fourier de la funcién f(t) con M términos es fyy =

2 ml<M/2 |[(f (), eP2mmu | gi2mmt,

Definicion A.2. El término de error de la aproximacién de Fourier con M términos:

a(M, f) = Xmsmye | (f(w), ei%mu>‘2'

Es decir que la aproximacién lineal mantiene las M componentes de frecuencia menor

mientras descarta el resto.
Teorema A.1 en [98]. Si ||f| < +oo, entonces ¢,(M, f) = O(||f|,, M~1).

Teorema A.2 en [98]. Para cualquier s > 1/2, si Y oo |m|* |(f, gm)|? < +oo donde g,

es el m-ésimo vector de una cierta base ortogonal, entonces ¢;(M, f) ~ o(M~2%).

Los teoremas de arriba describen la tasa de decaimiento de los coeficientes de Fourier y el
comportamiento del error de aproximacion lineal. Cabe anotar que la Proposicién A.1 es
consistente con el hecho de que una funcién suave es candidata a ser comprimida cuando
se usa su representacion en el espacio de Fourier, es decir que ésta puede ser fielmente
representada usando solo una porcién de sus coeficientes de Fourier. El Teorema A.1
muestra que el error de aproximacion esta acotado por el valor de variacion total, es decir
que senales con poca variacion total resultan en valores bajos de error de aproximacién
lineal. El Teorema A.2 resalta que el error de aproximacién lineal depende de la tasa de
decaimiento de |(f, g,)|- En la proxima subseccion se mostrara como estas caracteristicas
de la transformada de Fourier tienen versiones similares en la llamada GFT (sigla en

inglés de Transformada de Fourier del Grafico).
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A.2. Propiedades de la GFT

Un grafico G(V, E) se compone de un conjunto V' de vértices, o nodos, y un conjunto de
arcos que unen a los vértices. Una funcién f se dice que esta definida sobre una grafica
Gsif:V — RofeRY. Para gréficos no dirigidos, o bidireccionales, que constan del
conjunto de vértices V con cardinalidad |V| = N, se puede definir la matriz de pesos

W« con entradas

dist (i,j) € RT, si existe un borde entre los nodos,
wij =

0, c. 0. C.,

donde el grado del i-ésimo vértice, denotado como d; corresponde a la suma }; w; j, es
decir que corresponde a la suma de los pesos de los bordes que ingresan al nodo . La
funcién dist (i, j) puede seleccionarse segun la aplicacién, por ejemplo, puede usarse la
distancia de muestreo que separa a los dos vértices ¢ y j o la distancia entre vectores de
caracteristicas asociados a esos vértices. Esta informacion se puede usar para definir la
matriz D como una matriz diagonal que contiene en cada entrada el grado del vértice;
mientras la matriz Laplaciana L, la cual es indispensable para llevar a cabo el andlisis
de senales indexadas a través de graficos, se puede obtener como L =D — W,

Para tener un primer acercamiento a la relaciéon entre la transformada de Fourier
y el analisis espectral que se puede realizar sobre las sefiales indexadas a través de
graficos bidireccionales, se puede usar el hecho de que los vectores propios de la matriz
Laplaciana de cualquier grafico circulante (p.e., muestras ordenadas a través de un anillo
circular o una rejilla regular 2-D como la usada para representar imagenes digitales)
son iguales a las bases de la transformada discreta de Fourier DFT de éstos [70, 99].
Ademas como se presentara a continuacion, las caracteristicas mencionadas antes para
la transformada de Fourier se mantienen en graficos bidireccionales con estructuras maés
complejas.

Por otra parte, un concepto vital asociado a la Transformada de Fourier es la
“suavidad de las funciones” que se asocia a funciones suaves qué poseen coeficientes

de Fourier compresibles, es decir, que una funcién se puede aproximar con una porcién
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de los coeficientes de mayor magnitud mientras se descartan los otros. La “suavidad” de
una funcion representada en un grafico se puede entender en términos de que el valor
de la funcién asociado a un determinado vértice sea similar a los valores de la funcién en
los vértices vecinos. Esto se puede definir también en términos de la variacién total del
grafico || f||; 1a cual describe la suavidad de una funcién indexada a través de los vértices

de un grafico.

Definicién A.3. La variacién total de un gréfico: Dada una funcién f € RY, ||f|, =
1/2 2 V2
(L) = (S N wi(F6) = £G)?)

Definicién A.4. Se dice que f € RY tiene una variacién acotada si es posible encontrar
un numero positivo ¢ < Ay_; tal que HfHé < ¢||f|I, donde Ay_; es el valor propio

mas grande de la matriz Laplaciana L del grafico G.

A continuacién se muestra que el error de aproximacién lineal para la GFT tiene

propiedades similares a la de la Transformada de Fourier.

Definicion A.5. El error de aproximacién lineal usando M términos: ¢ (M, f) =
Mt 7o)

funcion f y u; es el i-ésimo vector propio de la matriz Laplaciana L del grafico G.

, donde f()\l-) = (f,u;) denota el i-ésimo coeficiente de la GFT de la

Los siguientes teoremas describen las propiedades de la GFT.

Teorema A.3. Dada la funcion f : V — R sobre los vértices de un grdfico G(V, E), y sea

\; el i-ésimo valor propio de la matriz Laplaciana L y f (N\;) el i-ésimo coeficiente

GFT de la funcién f, entonces ‘f(/\z)

_f-
Foaf <,
N—-1 T,,. T _ £T - . _ £T —

SN () (o] f)—f (zizo Azuzui)f—f Lf—IIfHG~

Comparado con la Proposicion A.1, el Teorema A.3 implica que los valores propios

2
F(N)

del Laplaciano del grafico desempenan el mismo papel que las “frecuencias” en
el procesamiento clasico de sefiales. El conjunto de valores propios {X\g,---,An_1}
corresponde a los coeficientes de “Fourier” del grafico desde bajas frecuencias hasta altas
frecuencias. Conforme a lo anterior, los vectores propios del Laplaciano son de hecho las

componentes de “frecuencia” del grafico.

= SN (o)) ()T =
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Teorema A.4. Considere un grdfico G con una funcién f : V — R soportada en él. Si f

tiene varianza acotada, entonces para un M suficientemente grande se tiene que:

a(M, f) < If1Z A

Bosquejo de la prueba. Nétese que va Ml)\

aM.f) = Y51 Fo)

considerar el siguiente problema de optimizacion:

2 2 9
FOo] < St aF) IFllc y

2
. Ademas para interpretar este tultimo término se puede

maXZx s.t. ZA;C <|If1I%, (A1)
i=M
cuya solucién es xy; = ||f||é M Yz =0paratodoi = M+ 1,...,N — 1. De manera

que Ef\; {v[l (z*)? es un limite superior para ¢;(M, f) asi como también lo es || f||*. Entonces
e(M, f) < min {H FII If Hé )\K/f} y debido a la condicién de variacién acotada presentada
en la Definiciéon A.4 se tiene que || fHQG M < e S |? y debido a que ¢ < Ay, siempre
se puede hallar un Ay > ¢ para un M suficientemente grande tal que la condicion
1712 At < 1] se cumpla.

La anterior afirmacion corresponde al Teorema A.1 para la Transformada de Fourier.
Del Teorema A.4, el limite superior del error de aproximacién lineal esta relacionado
tanto al Mésimo valor propio (por la condicién ¢ (M, f) < ||f Hé Ay) ¥ a la variacién
total de grafico || f||,. Esto implica que si los valores propios tienen tendencia a crecer,
el error de aproximacion lineal tiene la tendencia a decrecer. Ademas, dado que el error
de aproximacién lineal también se ve afectado por la variacién total del grafico | f||,
entonces si || f||; es acotado entonces el error de aproximacioén lineal se espera que sea
pequeno. Lo anterior es consistente con la intuicién de que una funcién suave puede ser

aproximada de buena manera incluso cuando se usan pocos coeficientes.



Apéndice B

Algoritmo para Asignacion

Angular

Algorithm B.1 Angular assignment for Cryo-EM SPA

[y
e

e e T e e

: Read experimental P and reference R projections

: neighboring graph G(V, E)

: Laplacian matrix L of graph G

: eigen-values {Ai}, <;< |y and eigen-vectors {u;}; ;|| of L
: for fi(x) € P do

11 (&)  F{fr(2)}
for g;(x) € R do
Gi(8) < F{gi(x)} R
{$i}1< <4 find peaks of =1 { (F{|7(0.0)| } © (F {13 (0, 0)11)") ©)}

{isti, &} < argmix 6 (g:(@), M; (fu(@))) = argmix ¢ (g:(@), fx (R, @ + 1))
1<5<4 1<5<4

for g;(x) : ¢(gi(x), M; (fr(x))) > Threshold do
{Wi,ti, ¢i} < méx (¢rr(gi(@), TR (fr(@))), drr(9:(2), RT (fr(2))))

graph-signal ® = {¢(g1), ..., p(g)v|) } with ¢(g;) = ¢(g:(x), M; (fi()))

spectral graph-signal d(Am) = 31X} ¢(g1) wmi

filter spectral graph-signal q;(gl) = Zf‘,le é(A,,L)uml

filtered graph-signal & = {J)(gl), . q~5(g|v|)}

max. directions; vy, = méx (®) and vy, = mix <‘i>

Cff)c =cos™! (<Vfi¢"~’fk>)
b1, = ¢ (9:(@), 11 (g:(@)) )

G y su respectiva matriz Laplaciana L; y de esta ultima se calculan sus valores y
vectores propios. Luego cada proyeccién experimental fi(x) se compara contra todas
las proyecciones del conjunto de referencia R; primero usando el método tiene como

entrada la representacion en polares de la magnitud de los espectros de las proyecciones

En las lineas 1-4 se hace la lectura de los conjuntos de datos, se crea el grafico
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a ser alineadas (lineas 9 y 10) y luego con un alineamiento mas intensivo que usa
la representacion de las imAagenes en el espacio real, pero esta vez solo para un
subconjunto de las proyecciones de referencia que tienen mayores valores de similitud
&(gi(x), M; (fr(x)) luego del primer ciclo de bisqueda. En este punto se tendria la
proyeccion referencia g; que mas se parece a la proyeccion experimental; de manera
que la orientaciéon a partir de la cual fue generada la proyeccién referencia g; podria
ser asignada a fj; pero antes de eso, se evalua la confiabilidad de dicha asignacion,
primero construyendo la representacion de los valores de similitud mediante el grafico G
(linea 13) y su respectiva version filtrada (lineas 14 y 15) para posteriormente usar estas

representaciones para calcular las medidas de confiabilidad propuestas (lineas 17-19).



Apéndice C

Efecto de una Asignacion Angular

Erronea

Una vez presentados los elementos teéricos sobre el uso de la FSC como herramienta
para determinar la resolucién de un mapa reconstruido en el ambito de Crio-EM (ver
Seccion 2.2), se presenta a continuacion la descripcién y resultados de un experimento
que permite observar el efecto que tiene sobre el proceso de refinamiento una correcta
asignaciéon angular.

A partir de un modelo suavizado de un ribosoma (ver Figura C.la) se generaron
proyecciones desde direcciones conocidas, luego a cada imagen se agregé ruido
gaussiano de parametros conocidos (ver Figura C.1b) para que éstas tuvieran una
SNR de aproximadamente —10.0 dB. Una primera reconstruccion se llevé a cabo
a partir de las proyecciones ruidosas construidas, usando para cada imagen la
misma orientacion dada por los parametros de rotaciéon y elevacién que se usaron
en el proceso de generacion de la proyeccién, simulando una asignacién angular
correcta para cada imagen. Posteriormente, se hizo una segunda reconstruccion,
pero en este caso se agregé a los valores reales de rotacion y elevacién un valor
aleatorio de una distribucién uniforme con valores minimo y maximo simétricos
al rededor de cero, simulando asi varios niveles asignaciéon angular errénea. Las

distribuciones uniformes usadas para simular dichos niveles de asignacién angular
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(a) Modelo de Ribosoma sometido a filtra- (b) Ejemplo de proyeccién ruidosa.
do paso-bajas.

Figura C.1:

errénea fueron: ¢/(0,0), U(—1,1), U(-2,2), U(-3,3), U(—5,5) y U(—10,10). Finalmente,
para cada nivel de asignacién angular errénea, fueron usados los dos volimenes
reconstruidos (asignacion correcta vs asignacion incorrecta) para calcular la curva de
FSC. Los resultados son como se muestran en la Figura C.2; en ésta se puede observar
la disminucion de la resoluciéon del mapa final reconstruido al aumentar el rango de
los valores aleatorios anadidos a los parametros reales de rotacion y elevacion. Para el
ejemplo presentado se puede afirmar que muy poco de los detalles de alta resolucion se

conservan a partir de ¢/(—3, 3) (ver Figura C.3).
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FSC

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0
1/999 1/50 1/25 1/16.67 1/12.5

Frecuencia (ILBD\)

Figura C.2: Curvas de FSC que resultan de comparar un mapa reconstruido con
asignacion angular correcta contra mapas reconstruidos con diferentes niveles de
asignacion angular errénea. Desde la “mejor” FSC (curva de color rojo) hasta la “peor”
(curva de color magenta) se agreg6é a los valores reales de rotacién y elevacién un
valor aleatorio de una distribucién uniforme con valores minimo y maximo simétricos
al rededor de cero: 2£(0,0), U(—1,1), U(—-2,2), U(-3,3), U(—5,5) y U(—10, 10).

(a) (b) (@)

Figura C.3: Ejemplo de pérdida de detalles de alta resolucién. Cortes transversales
del volumen reconstruido usando (a) asignaciéon angular correcta, (b) asignacién
angular cuya incertidumbre se asocia a una distribuciéon U(—3,3) y (c¢) usando
distribucion U(—5, 5).
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