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RESUMEN

La espectroscopia de fluctuacién de la fluorescencia (FFS) es una herramienta para el estudio de la
dinamica de particulas fluorescentes, centrada en el andlisis estadistico de las fluctuaciones temporales
de la fluorescencia. Las camaras CMOS son dispositivos capaces de alcanzar tasas de decenas de miles
de cuadros por segundo, utiles para estudiar procesos en el orden de los microsegundos. La arquitectura
CMOS introduce heterogeneidad en el ruido de cada pixel del sensor. Recientemente se han propuesto
métodos para la correcciéon de imagenes CMOS. En este trabajo se evalud, mediante simulaciones y en
un experimento in vitro, el efecto del procesamiento con el algoritmo de correccidn ACsN de imagenes
CMOS sobre el analisis de Niumero y Brillo (N&B, perteneciente a FFS) y se evalud su compatibilidad con
el uso de estos detectores. Con base en la variacién de parametros asociados a factores experimentales,
se analizé el efecto que estos podrian tener sobre el comportamiento de N&B para la cuantificacion de
abundancia y estequiometria moleculares. Se aplicé el algoritmo ACsN a imagenes de un experimento in
vitro; los resultados obtenidos sugieren que este procedimiento podria incrementar la precision del
analisis de N&B en datos experimentales. Sin embargo, en el futuro debe comprobarse esta hipdtesis de
forma cuantitativa para demostrar la aplicabilidad de estos algoritmos en otros sistemas experimentales

con camaras CMOS.



1. INTRODUCCION

1.1. ESPECTROSCOPIA DE FLUCTUACION DE LA FLUORESCENCIA

La difusidn es uno de los mecanismos mediante los cuales ocurre el transporte molecular, y define la
escala temporal de la mayoria de los procesos bioquimicos (Milo & Phillips, 2015). Robert Brown
contribuyd a mejorar nuestro conocimiento sobre el movimiento molecular. Se le atribuye el concepto
de ‘'movimiento browniano' debido a sus aportes al entendimiento del comportamiento molecular
(Brown, 1828). Brown acuid el concepto de difusién, que esta asociado al conjunto de desplazamientos
gue una particula, o una poblacidn de particulas, siguen al moverse. Dicho movimiento es impulsado por
la energia del sistema y es influenciado por las colisiones entre las moléculas, las propiedades

fisicoquimicas del medio donde se encuentran y la interaccidén entre ambos procesos (Anexo A-a).
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Figura 1. Esquema general del funcionamiento de FFS.

En la microscopia de escaneo confocal, cuando una poblacion de fluoréforos difunde a través del laser
de excitacidn, estos emiten una rafaga de fotones (a). La entrada y salida de los fluoréforos a través de
este espacio genera fluctuaciones en la fluorescencia (b). El analisis estadistico de estas fluctuaciones
permite extraer informacion acerca de la movilidad de las moléculas, su abundancia, estequiometria y
otras propiedades fisicoquimicas (c).



La espectroscopia de fluctuacion de la fluorescencia (FFS) (Magde et al, 1972), comprende una
coleccion de técnicas de andlisis para el estudio de la dindmica de moléculas fluorescentes y a baja
concentraciéon (figura 2) (Lakowicz, 2006; Digman et al, 2008; Digman & Gratton, 2009; Digman &
Gratton, 2011; Migueles-Ramirez et al, 2017). FFS se basa en el analisis estadistico de las fluctuaciones
de la senal de fluorescencia a través del tiempo (figura 1). Estas fluctuaciones son el resultado, en su
mayoria, del trafico molecular en la muestra, dado por la entrada y salida de los fluoréforos a través del

volumen de observacion e influenciados por procesos termodinamicos y/o bioldgicos (Digman et al,

2005).
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Figura 2. Algunas aplicaciones fundamentales de la FFS.

De manera general, se asume que las fluctuaciones de la fluorescencia son causadas en su mayoria por
el trafico molecular a través del volumen de observacién (centro). Fendmenos tales como interaccién
molecular, difusion andmala o dirigida, transporte y agrupamiento moleculares, abundancia, entre
otros, también contribuyen a la variacidon de la fluorescencia. FFS puede, mediante el procesamiento
matematico y estadistico de estas fluctuaciones, obtener informacion acerca de las moléculas y los
procesos bioquimicos que determinan su naturaleza. Adaptado de Yu et al, 2021.



1.2. ESPECTROSCOPIA DE CORRELACION DE IMAGENES

La espectroscopia de correlacién de la fluorescencia (FCS, en inglés) es una subrama de FFS y se basa en
el muestreo de la sefal de fluorescencia en una regién puntual de la muestra. Convencionalmente se ha
utilizado la microscopia de escaneo confocal, donde un laser es desplazado rdpidamente a través de la
muestra mientras se recolecta informacion de la sefial de fluorescencia (Paddock, 1999). La
espectroscopia de correlacion de imagenes (ICS, en inglés), propuesta por primera vez por Petersen y
col. en 1993, es una variante de FCS que escala el analisis de un volumen de observacién puntual al
estudio de imagenes completas, siguiendo el mismo principio. ICS consiste en el analisis de Ia
correlacién espacial de las fluctuaciones de la fluorescencia en un area de observacién definida (Hebert

et al, 2005).

1.2.1. Espectroscopia de Correlacion Espacio-Temporal de Imdgenes

Existen diversas aplicaciones derivadas del andlisis matematico y estadistico de la fluorescencia (figura
2). La informacion que cada uno de estos métodos proporciona estad determinada por la configuraciéon
experimental y la manera en que la informacidn es obtenida. ICS es capaz de determinar el grado de
agregacion de moléculas fluorescentes en una regién, pero no proporciona informacion de su
movimiento debido a que sélo analiza las fluctuaciones espaciales en una imagen. La espectroscopia de
correlacién temporal de imagenes (TICS, en inglés), puede medir difusion y velocidad de flujo molecular
a partir de una serie de imagenes, sin embargo, sélo puede medir la magnitud, mas no la direccion del
flujo (Kolin & Wiseman, 2007). La temporalidad de los procesos que se observan en STICS (ICS espacio-
temporal, en inglés) depende de la velocidad de adquisicidn disponible al capturar imagenes a través del
tiempo (tipicamente con el uso de cdmaras especializadas). STICS fue desarrollada con el fin de calcular
la correlacién entre imagenes completas separadas temporalmente, abriendo la posibilidad de estudiar

el flujo molecular en regiones amplias de la muestra en vez de sitios puntuales (Hebert et al, 2005).

1.2.2. Andlisis de Numero y Brillo: abundancia y estado estequiométrico

El método de Numero vy Brillo (N&B), perteneciente a FFS, es una herramienta para discernir entre
distintas especies oligoméricas difundiendo en el mismo medio. Ademas, es posible usar N&B para
conocer la concentracién relativa de los fluoréforos en la muestra (Digman et al, 2008). Propuesto
originalmente por Qian y Elson en 1990, N&B fue desarrollado con el fin caracterizar la distribucién de
agregados moleculares de distintos tamafios en sistemas en equilibrio (Qian & Elson, 1990). N&B se basa
en el andlisis de los momentos estadisticos de las fluctuaciones de la fluorescencia. El resultado son

mapas de estado de oligomerizacién (Brillo) y concentracion molecular (Nimero) (figura 3).



Si se considera k; como la cantidad de fotones detectados en cada pixel i del sensor durante un
intervalo de tiempo dt, registrados como la intensidad de ese pixel, la esperanza de la sefial (valor

medio) para cada pixel estd dado por:

_ 2iki
(k) = e (1]

donde K es el nimero total de imagenes analizadas. El valor medio de la sefial de fluorescencia
aumenta proporcionalmente al nimero de particulas en el medio cuando este es homogéneo. Por otro
lado, la amplitud de las fluctuaciones alrededor del valor medio estd determinada por el grado
estequiométrico de las particulas que causan dichas fluctuaciones. La varianza de la sefal de
fluorescencia en cada pixel esta definida por:
Uiz _ Zi(ki;<k))2 [2]
La concentracién de particulas en el medio es proporcional al promedio de la seiial (ecuacidn 3).
El tamaio de las particulas (o estado de agregacion) es proporcional a la varianza (ecuacién 4) (figura 3).
El Numero (N) y Brillo (B) aparentes se definen de la siguiente manera:

_ K? -
N =" B=75 3, 4]

Las ecuaciones 3 y 4 describen la abundancia y estado estequiométrico de entidades
moleculares, respectivamente. En un sistema digital de adquisicidn de imdgenes, es necesario
caracterizar la funcién de respuesta del detector, es decir, el comportamiento del ruido y amplificacién

de la sefial en funcion de la cantidad de fotones que inciden en el sensor. El ruido fluctia de manera no

aleatoria; es necesario eliminar las contribuciones de este del analisis de N&B para obtener mediciones

mas precisas. La teoria detras de esta calibracidn se detalla en el Anexo A-b.
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Figura 3. El método de Numero y Brillo discrimina entre distintas especies oligoméricas con base en la
varianza de las fluctuaciones de la fluorescencia.

Supdéngase un escenario donde se tienen mondmeros y trimeros de una proteina fluorescente
difundiendo en el mismo medio (a). Si se tienen dos series de fluctuaciones de la intensidad de
fluorescencia (k) con un mismo promedio, entre mas grande sea la varianza, menor serd el nimero de
moléculas (o fluordéforos) que contribuyan al promedio. El estado de oligomerizacion de las moléculas
(B) es directamente proporcional a la varianza, mientras que la concentracién (N) es inversamente
proporcional a esta (b). N&B proporciona dos mapas: abundancia (N) y estado de agregacidon molecular
(B), con una resolucién espacial dada por el tamafio de pixel. En este método, el tiempo de correlacién
entre las fluctuaciones no juega un papel crucial en el andlisis, pero proporciona un medio para excluir
las fluctuaciones causadas por el ruido de lectura (Qian & Elson, 1990). Mapas de Numero y Brillo del
panel (b) adaptados de Kitamura & Kinjo, 2018.



2. ANTECEDENTES

2.1. CAMARAS DIGITALES EN LA MICROSCOPIA OPTICA

Para describir procesos dinamicos, es necesario contar con herramientas capaces de aproximarse lo
suficiente a las escalas espacio-temporales a las que dichos procesos ocurren (figura 4). Adicionalmente,
se necesita de dispositivos con buen desempefo en escenarios con poca disponibilidad de luz, que

permitan disminuir los efectos de fototoxicidad y fotoblanqueo.

Figura 4. Sincronia entre el observador y la velocidad de un proceso dindamico.

Cuando la velocidad a la que el observador es capaz de percibir un determinado proceso no es lo
suficientemente rapida, se pierde informaciéon que lleva a una interpretacién distinta a la realidad.
Supdngase que se desea cuantificar el movimiento de una particula difundiendo libremente (a). Si la
velocidad del muestreo de la posicién de la particula es mds lenta que la particula misma, se podria
llegar a la conclusién de que su trayectoria describe una linea casi recta y que la velocidad a la que se
mueve es mas lenta de lo que realmente es (b). Por otro lado, conforme la velocidad del observador se
acerca a la temporalidad del fendmeno, es posible obtener mas detalles acerca de éste y aproximarse a
escenarios similares a la realidad (c). Los circulos punteados azules indican una percepcion del
movimiento relativamente mas lenta que los circulos punteados rosados.

Durante muchos afos, el ‘estandar de oro’ para imagenologia fueron los Dispositivos de Carga
Acoplada Electro-Multiplicativos (EMCCD, por sus siglas en inglés) debido a su buen desempefio en
experimentos con pocos fotones (menos de 25 por pixel por intervalo de registro), como la microscopia
de fluorescencia (Robbins & Hadwen, 2003; von Diezmann et al, 2017; Coates et al, 2004). Esta
tecnologia ha demostrado ofrecer resultados confiables y consistentes en diversas aplicaciones de

imagenologia cualitativa y cuantitativa.
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Las camaras EMCCD se han usado, entre otras aplicaciones, para la cuantificacion de
concentraciéon y estado de oligomerizacién de proteinas marcadas fluorescentemente (Chen et al, 2002;
Unruh & Gratton, 2008; Ross et al, 2011). Sin embargo, la velocidad de captura de estas camaras, de
decenas de cuadros por segundo, esta limitada por su mecanismo de procesamiento de la sefial. Existen
alternativas para resolver dicha limitante, tales como la microscopia confocal de escaneo laser (CLSM,
en inglés), cuyo mecanismo de operacion permite recolectar rapidamente la sefial de fluorescencia de la
muestra (Davidovits & Egger, 1969). La adquisicion de datos mediante CLSM estd limitada a un escaneo
secuencial punto a punto de la muestra, lo que ocasiona un desfase temporal entre cada porcién de las
imagenes generadas y vuelve esta estrategia una opcién poco viable si se desean correlacionar campos
de visién completos a través del tiempo. Debido a las limitaciones temporales de la tecnologia utilizada
convencionalmente para FFS, su uso se ha mantenido al margen del estudio de fendmenos
relativamente lentos (desde segundos hasta horas), mientras que otros autores han tenido que recurrir
a técnicas de analisis mas robustas, tales como iMSD y 2D-pCF (Di Rienzo et al, 2013; Malacrida et al,

2018).

Las cdmaras de Semiconductor Complementario de Oxido Metélico de grado cientifico (sSCMOS,
en inglés) han ganado popularidad en la ultima década; son una opcién atractiva en la comunidad
cientifica por poseer diversas ventajas que las distinguen de las EMCCD; entre ellas, una velocidad de
captura superior que va de la mano con campos de vision mas amplios (Coates, 2011). Esta velocidad de
captura elevada de las sSCMOS se debe a que el procesamiento de la sefial ocurre de manera local y
separada en cada pixel de la cdmara, lo que elimina el cuello de botella temporal que caracteriza a las

EMCCD al momento de transferir la sefial desde los fotodiodos hasta el dispositivo (figura 5).
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Figura 5. Diferencias en el mecanismo de funcionamiento entre las cdmaras CCD y CMOS.

Cuando la luz (fotones) incide en los fotodiodos del chip de la cdmara, esta es convertida en una sefial
eléctrica, que a su vez es traducida en una diferencia de potencial (voltaje). El voltaje atraviesa un
moddulo de amplificacién y posteriormente se convierte en una sefial anadloga que finalmente se
digitaliza en la informacidn que da lugar a la imagen. En el caso de las sCMQOS, este proceso ocurre de
forma simultanea en cada pixel del sensor mientras que, en las EMCCD, la informacion de cada pixel es
recopilada y procesada de manera secuencial. Adaptado de Litwiller, 2005.

El funcionamiento de FFS se basa en el andlisis estadistico de la informacién de cada pixel de la
imagen. Debido a la arquitectura de las sCMOS, el ruido de lectura es heterogéneo, lo que puede
introducir sesgos al realizar un analisis cuantitativo a nivel de pixel Unico. Hasta la fecha, hacer
experimentos de FFS (u otros métodos de microscopia cuantitativa) en imagenes obtenidas con cdmaras

sCMOS aun representa un reto.

2.2. ALGORITMOS DE CORRECCION DE RUIDO EN IMAGENES SCMOS

Si bien las cdmaras sCMOS superan a las EMCCD en aspectos como velocidad de captura, sensibilidad y
el tamafio del campo de visidn, el ruido en la imagen es heterogéneo, lo que aun impide su total
aplicacion en el campo de la microscopia cuantitativa. El offset, ganancia y varianza de la sefial del
detector pueden ser utilizados para corregir las imagenes en aplicaciones de imagenologia cuantitativa

con el fin de evitar la generacién de artefactos y sesgos en los analisis (Huang et al, 2013).

12



2.2.1. Algoritmo de correccion de ruido sCMOS basado en la funcion de transferencia dptica

Recientemente, Liu y colaboradores desarrollaron un algoritmo de correccidon de ruido en imagenes
sCMOS llamado NCS (Noise Correction for sCMOS) (figura 6). NCS estima la contribucién independiente
de cada una de dos variables a nivel de pixel unitario: el ruido de lectura y la sefial de los fotoelectrones,
con distribuciones estadisticas Gaussiana y de Poisson, respectivamente (Anexo A-d). Cada imagen se
corrige con los mapas de calibracidén del sensor (offset, varianza y ganancia), los cuales pueden ser

obtenidos segun los métodos descritos por Huang y col. en 2013 (ver Seccidn 7.1.2, Anexo D-e y Anexo

E). NCS modela la informacién presente en la imagen mediante un proceso iterativo que minimiza una
funcién de costo, que incluye a las contribuciones del ruido y de los fotoelectrones. La imagen corregida

es el resultado de la minimizacién de las contribuciones del ruido en todos los pixeles de la imagen.

Noise-only contri.

o
#
W

Signal + noise contri.

Lot boundary

Figura 6. Esquema general del funcionamiento de NCS.

En este ejemplo, NSC corrige el ruido en una imagen sintética de microtubulos con propiedades
caracteristicas de un sensor sCMOS. Los componentes de esta imagen en el espacio de Fourier son
filtrados utilizando mdscaras de frecuencias, con base en la Funcién de Transferencia Optica (OTF). La
OTF depende de la apertura numérica del microscopio y la longitud de onda de deteccion, y delimita el
rango de frecuencias espaciales a las que es sensible el sistema dptico (Anexo A-e, figura A2), por lo que
frecuencias fuera de este limite corresponden, en teoria, al ruido (a). Imagen sCMOS corregida (b).
Tomado de Liu et al, 2017.
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2.2.2 Algoritmo de correccidn automdtica de ruido sCMOS basado en filtrado escaso por capas

En 2020, Mandracchia y col. propusieron un algoritmo adaptativo para la correccidn automatica de
ruido sCMOS (Automatic Correction of sCMOS-related Noise, ACsN, en inglés) para microscopia de
fluorescencia (figura 7). ACsN aprovecha el conocimento previo sobre las propiedades del detector

(Anexo A-d y Anexo E) y el filtrado escaso por capas (sparse filtering, en inglés) (Ngiam et al, 2011) para

mitigar el efecto de las fuentes mas relevantes de ruido en un dispositivo sSCMOS. De manera similar a
NCS, ACsN estima la OTF del sistema optico para establecer un filtro de frecuencias, discriminando entre
aquellas asociadas al ruido y las asociadas a la sefial. ACsN se basa en un modelo tedrico que realiza una
estimacion conjunta de la varianza asociada al ruido y a la informacidn, a través del andlisis de
frecuencias. Posteriormente, mediante el filtrado escaso por capas se evalla la semejanza de las
imagenes consigo mismas en el tiempo y el espacio, incrementando la precisién de la correccién y

preservando la informacidn cuantitativa del experimento.

Gain, NA, 7,
J offset $ pixel size

NE

Figura 7. Esquema general del funcionamiento de ACsN.

(a) Los mapas del offset y ganancia del detector son utilizados para un preprocesamiento de la imagen
con el fin de remover el ruido asociado a patrones fijos del chip. Después, con base en los pardametros
Opticos (apertura numérica, longitud de onda y tamafio de pixel) se estima la funcién de transferencia
Optica (OTF) del sistema (Anexo A-e, figura A2), con la finalidad de filtrar las frecuencias asociadas al
ruido y separarlas de la sefial de interés. Finalmente, se emplea un filtrado escaso por capas para
generar la imagen corregida. Barra de escala: 500 nm. Tomado de Mandracchia et al, 2020.
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3. JUSTIFICACION

Las camaras sCMOS son una alternativa atractiva a las cdmaras EMCCD, principalmente por su capacidad
de capturar imagenes a una velocidad superior. La manera en que la informacidn es procesada en las
camaras sCMOS permite alcanzar dichas tasas de adquisicidn, sin embargo, introduce heterogeneidad
en el ruido de la imagen, que resulta relevante en el contexto de técnicas de andlisis cuantitativas
asociadas a FFS. Al respecto, se han implementado estrategias experimentales para cuantificar y corregir

este efecto inducido por los detectores sCMOS (Seccidn 2.2).

4. HIPOTESIS

La variacién asociada a pardmetros experimentales, tales como las propiedades de las particulas, del
sistema O6ptico y el ruido digital, introducen sesgos en el andlisis de Numero y Brillo que afectan la

cuantificacidon de abundancia y estequiometria moleculares en simulaciones computacionales.

5. OBIJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL
o Evaluar, mediante simulaciones de particulas en difusidn libre bidimensional, el efecto de la
variacion asociada a diversos factores experimentales sobre el comportamiento de la técnica de

Numero & Brillo.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
o Desarrollar e implementar modelos de movimiento Browniano, objetos limitados por difraccién
y de ruido digital EMCCD/sCMOS para simular particulas mdviles en solucidon observadas a
través de un sistema dptico.
o Explorar el espacio de pardmetros experimentales donde las simulaciones de particulas en
difusidn libre son lo suficientemente sensibles para estudios cuantitativos de N&B.
o Evaluar el efecto del algoritmo ACsN en simulaciones de particulas en difusién libre sobre el

analisis de N&B.
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6. MATERIALES Y EQUIPO

6.1 REACTIVOS

Medio no capacitante (NC, modificacidn del medio para fertilizacion in vitro TYH):

O

O O 0 O 0O O O

O

NaCl 119.3 mM.

KCl 4.7 mM.

CaCl;22H,0 1.71 mM.
KH,PO4 1.2 mM.
MgS04¢7H,0 1.2 mM.
Piruvato de Sodio 0.51 mM.
Glucosa 5.56 mM.

HEPES 20 mM.
Gentamicina 10 ug/ml.

Medio capacitante (CAP), igual que NC adicionado con:

O
O

NaHCOs3; 15 mM.
BSA 5 mg/ml.

SiR-actin 100nM (Spirochrome — No.Cat. SC001) (Lukinavicius et al, 2014).
Progesterona 100 pM.

6.2 MICROSCOPIA

Microscopio invertido Nanoimager, ONI (Oxford University).

@)

O O O O

6.3 SOFTWARE

Laser de excitacion de 640 nm (SiR-actin).

Detector sCMOS ORCA-Flash 4.0 v2 (Hamatsu).

Objetivo de inmersién en aceite, NA 1.49 de magnificacién 100X.
Cubreobjetos recubiertos con concavalina-A.

Aceite de inmersion, n=1.515

R v4.0.2. Entorno y lenguaje de programacion para analisis estadistico y generacion de graficos
(https://r-project.org)(lhaka & Gentleman, 1996).

RStudio v1.4.110. Suite de interfaz de usuario grafica para R (https://rstudio.com)(Allaire, 2012).
Fiji (lImagel) v1.53c. Visualizacién y analisis de imagenes (http://fiji.sc)(Abramoff et al, 2004).
Matlab vR2020b. Plataforma de programacién basado en matrices orientado a las matematicas
computacionales (https://mathworks.com).

ACsN. Algoritmo de correccion automatica de ruido sCMOS, desarrollado para Matlab por
Mandrachia y col. en 2020 (https://github.com/ShuliaLab/ACsN)(Mandracchia et al, 2020).
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7. METODOLOGIA

7.1 ESTIMACION DE LAS PROPIEDADES ELECTRONICAS DE LOS DETECTORES

Para este trabajo, se simularon numéricamente imagenes de particulas en difusion libre. Para incluir las
contribuciones a la seial asociadas al ruido intrinseco de los detectores, se utilizaron datos preliminares
de sus propiedades electrdnicas, que fueron obtenidos siguiendo de forma aproximada la metodologia
propuesta por (Huang et al, 2013) y (Hirsch et al, 2018). No se siguié un procedimiento formal para
realizar la caracterizacion del ruido de los detectores; se colocd una muestra fluorescente arbitraria y se
manipularon los pardmetros asociados al laser y su potencia en la interfaz grafica del software. Aunque
este procedimiento carece de la debida reproducibilidad, la intencion central fue tener un conjunto de
datos preliminares que pudiesen utilizarse en las siguientes etapas de este trabajo. En el futuro, deben
realizarse estos procedimientos de manera formal para asegurar la correcta descripcion y la
reproducibilidad de la metodologia utilizada en la caracterizacién del ruido de los sensores. A
continuacién, se reportan los pasos seguidos para la obtencion de los datos preliminares de las cdmaras

EMCCD y sCMOS utilizadas.

7.1.1 Detector EMICCD Andor iXon Ultra 897
Para simular el ruido de una camara EMCCD (Andor, Oxford Instruments) utilizando el modelo descrito
en el Anexo A-c, se utilizd la metodologia propuesta por (Hirsch et al, 2018) como una aproximacion

para estimar los siguientes parametros electrénicos del detector:

Offset (0) — se recolectd una serie de 10,000 imagenes oscuras, es decir, sin exposicion del chip de la
camara a ninguna fuente de luz y, posteriormente, se obtuvo el promedio de todos los pixeles para cada

una de las imagenes adquiridas.

Factor de proporcionalidad andlogo digital (f) — se aplico la prueba de varianza-promedio (Mullikin et al,
1994) a series de 10,000 imagenes adquiridas con la cdmara EMCCD expuesta a diferentes niveles de
iluminacidn, al excitar una muestra fluorescente arbitraria. Para asegurarse de que la probabilidad de
deteccion de los fotones estuviera gobernada por estadistica de Poisson, se configurd la ganancia al

minimo posible. El factor de proporcionalidad analogo digital esta dado por:
f=ni/o7, [5]

Donde 7;. es la cantidad de conteos promedio y J,%ic es la varianza. Al graficar la relacién entre el

cambio en la varianza en funcién de la cantidad de fotones promedio, para cada una de las series de
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imagenes adquiridas con distintos niveles de iluminacidn, f se calculé como la inversa del gradiente de

minimos cuadrados al ajustar una linea recta.

Ganancia electrénica (g) — La varianza de los electrones que salen del médulo multiplicacién electrénica
estd dada por aﬁoe = 2g2], donde A es un pardmetro de la distribucién de Poisson. Una vez calculado el
factor de proporcionalidad andlogo digital, se estimé la ganancia de multiplicacién electrdnica siguiendo

la ecuacion
A~ Oni.
g=f—= (6]

y utilizando las mismas imagenes adquiridas para la calibracién de f.

Tasa de emision de corriente oscura y ruido de lectura (c & r) — Al igual que el offset, los pardmetros c & r
fueron calculados mediante una serie de 10,000 imdagenes oscuras. La distribucion de probabilidad de

una imagen oscura con parametros ® = (c, g, r, f) esta dada por:

P(nic; ®) = ((P(c) - G(8) * N(r))(fnyc) [7]

Se generd el histograma de niveles digitales de gris a partir de la serie de imdagenes oscuras, y se estimo

el ruido de lectura y la tasa de emisidn de carga oscura mediante el maximo de probabilidad logaritmica:

1(0) = X, filog(p(nicj, ©)) (8]

Se utilizaron los pardmetros g & f, calculados a partir de las series de imagenes con distintos niveles de

iluminacidn para calcular los parametros restantes. Para estimar c & r se resuelve:

¢, 7) = argmaxl(c,g =g, 7. f =f) [9]
Eficiencia cudntica (f) — Este parametro se tomé directamente de las especificaciones del fabricante.

7.1.2 Detector sSCMOS ORCA-Flash 4.0 v2

Para simular el ruido de una cdmara sCMOS (C11440-22CU, Hamamatsu) utilizando el modelo descrito
en el Anexo A-d, se utilizdé la metodologia propuesta por (Huang et al, 2013) como una aproximacion
para estimar los parametros electrénicos del detector. Se utilizé6 un microscopio Nanoimager-S (Oxford
Nanoimaging) equipado con un objetivo de magnificacion 100X, 1.49 NA de inmersiéon en aceite
(Olympus). La muestra fue excitada mediante iluminacién LED a una longitud de onda de 405 nm
utilizando un espejo dicroico de excitacién 405/473/561/635. La fluorescencia fue recolectada con el

filtro de emision 1 525/50 y utilizando un espejo dicroico separador de canales 561/LP. La tasa de
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adquisicion fue de 30 imagenes por segundo, con un tamanio de pixel efectivo en el plano de la muestra

de 117 nm.

Para el célculo del offset y la varianza, se recolecté una serie de 60,000 imdgenes oscuras, es decir, sin
exposicién del chip de la cdmara a ninguna fuente de luz. El offset es un valor constante de niveles
digitales de gris inherente al procesamiento de la sefial, cuyo propdsito es evitar valores negativos en la
imagen ocasionados por el ruido de lectura (dado que este ultimo es descrito por una distribucion
Gaussiana con media igual a cero). El offset o; del pixel i se obtuvo al calcular el promedio temporal de

su valor S para cada imagen m a lo largo de M imdgenes totales (60,000 en este caso):
1
0; =3 Xm=15(" [10]

De manera similar, la varianza ol-z del pixel i se obtuvo al calcular

1
of = gZ%ﬂ(Sim)z —0;° [11]

La ganancia, responsable de la amplificacidn de la sefial, puede variar significativamente para cada pixel
i del chip de una cdmara sCMOS. Para determinar este valor, se ilumind el detector al excitar con un
laser de 405 nm el contenido de un marcatextos amarillo comun, exprimido en un tubo de ensayo con
agua destilada. Utilizando el software del microscopio, la potencia del laser fue modulada para generar
distintos niveles de iluminacién con el fin de obtener un estimado de la respuesta del detector en
funcién de la sefial detectada. No se llevdé a cabo una caracterizacidn de la potencia del laser utilizada
para cada condicién ni de la muestra fluorescente, por lo que la reproducibilidad de este analisis es
parcial y solamente tiene como objetivo ilustrar un ejercicio preliminar para obtener datos relacionados
a las propiedades del detector. En total, se capturaron siete series de 10,000 imagenes cada una, a una
tasa de 30 imagenes por segundo. Dado que la distribucién de Poisson puede aproximarse mediante una
Gaussiana cuando se cuenta con un nimero de fotones (intensidad de iluminacidn) por pixel suficiente
(modulable a través de la intensidad del laser de excitacidn y/o el tiempo de exposicidn) (Cheng, 1949),
la varianza en el pixel i de laimagen con una intensidad de iluminacidon especifica es igual a la suma de la
varianza inducida por el ruido de Poisson y el ruido Gaussiano especifico de cada pixel, O'L-Z. La ganancia

para el pixel i puede ser calculada, entonces, mediante

- 2
gi = argmin Y x_; ((vik —o?) - gi(DZ‘ - Oi)) [12]
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donde K es la cantidad de niveles de iluminacién empleados para la caracterizacion, k es la k" serie

temporal, D_lk y v{‘ son las unidades de conversidn analogo-digital (ADU) media obtenida del

promediado temporal de todas las imagenes y la varianza temporal de las ADU’s, respectivamente para
la secuencia k en el pixel i. La ecuacidon A43 puede resolverse mediante minimos cuadrados y su matriz

equivalente puede escribirse como

§; = argmin||AT — BT g;||° [13]

donde
A ={(vi =), (v —a?), -, (v = o)} [14]
B; = {(DF - 6?),,(DF = 62),--,(DF — 0?)} [15]

y k ={1,2,---,K}. Finalmente, utilizando de la funcién pseudo-inversa de Moore-Penrose, la ganancia

se estimd mediante
R -1
g: = (B:Bl') B4 [16]

La ganancia posee unidades de ADU/e". Los mapas del offset, varianza y ganancia resultantes de este
analisis, realizado por Adan Guerrero y Damian Martinez, estan disponibles en el Anexo E. El cédigo

escrito en R utilizado se encuentra disponible en el Anexo D-e.

7.2 SIMULACIONES

7.2.1 Difusion de particulas en un sistema ideal

Con base en la teoria detrds del movimiento Browniano (Anexo A-a), se escribié en R un cddigo para la
simulacion de caminatas aleatorias de multiples particulas difundiendo en dos dimensiones. Las
variables controladas durante las simulaciones fueron: nimero de particulas, coeficiente de difusion,
cuentas por segundo por molécula (fotones), tasa de adquisicidon de las imagenes simuladas, tamafio de
las imdagenes y la cantidad total de estas (cddigo disponible en el Anexo D-a). Se evalud el efecto de
estas variables sobre la cuantificacion de la concentracién (N) y estado estequiométrico (B) al
compararlo con los valores simulados, mediante el andlisis de Numero y Brillo. Las cotas inferiores y
superiores de cada uno de los parametros manipulados fueron establecidas con base en los respectivos
contextos biolégicos/moleculares e instrumentales, es decir, lo méas cercano posible a escenarios

experimentales reales.
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Para simular particulas de distinto grado estequiométrico, se ajustd la masa molecular y

coeficiente de difusion con base en la relacion cubica (Valencia & Gonzalez, 2011):

Dn _ 3,ﬂ
Dy A Mn (5]

donde D es el coeficiente de difusion, M es la masa molecular y el subindice n denota el grado

estequiométrico.

Para simplificar el analisis de los resultados, se ajustd la concentracion de particulas, su masa
molecular y su coeficiente de difusién de tal manera que los valores para el N y B esperados fueran 1
para cualquier caso. Esto quiere decir que, para el caso del Niumero, se espera en promedio una
particula en cada pixel de la imagen. De manera similar, para el caso del Brillo, las particulas simuladas
son monomeros. Sin embargo, se incluyen también experimentos donde los valores de N y B exceden la
unidad, con el fin de evaluar la sensibilidad del andlisis ante distintas concentraciones y/o estados

estequiométricos en simulaciones.

Cada recuadro de los mapas de calor (heatmaps) mostrados en la seccidn de Resultados
corresponde a la evaluacidn de un conjunto de valores de los pardmetros especificos. La escala de color

refleja qué tan alejada esta la medicidn del valor tedrico (figura 8).

Calculo del Numero y Brillo promedio

de todos los pixeles de cada simulaciéon Mapa de calor
3= ll-
nréplicas de 2 j" —— N/B
simulaciones
de particulas 3 2
difundiendo < l]l — N/B > N/B —
libremente . . .

T Promediado del Nimero Par experimental
Mapas del Nimero y Brillo y Brillo de las nréplicas
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Figura 8. Esquema general de la obtencidn de datos a partir de simulaciones de Niumero y Brillo.

Primero se realizan n réplicas de una simulacién de moléculas en difusién libre bidimensional, con
parametros experimentales especificos. Para cada réplica, se calcula el mapa del Numero y del Brillo de
todo el experimento. Posteriormente, se obtiene el promedio de todos los pixeles (no se simulan pixeles
correspondientes a “fondo”). Finalmente, se promedia el valor obtenido de todas las réplicas y este es
plasmado en cada recuadro del mapa de calor (heatmap).

7.2.2 Simulacidon de imdgenes limitadas por difraccion

En la microscopia dptica, el tamafio de un fluoréforo o un emisor de luz puntual en la imagen final varia
en funcion de la resolucidn disponible dada una configuracidn éptica especifica. Cuando la luz atraviesa
el objetivo del microscopio, la informacién asociada al paso de fotones por la lente se convoluciona con
la Funcion de Punto Extendido (PSF, por sus siglas en inglés). La geometria de la PSF y, por ende, la
resolucién del sistema éptico, dependen de la apertura numérica del objetivo y de la longitud de onda

de emisidn de los fluoréforos (Anexo A-d).

Con base en (Liu et al, 2017), se escribié un cddigo en R para generar una representacion de la PSF en el
plano de una imagen (disponible en el Anexo D-b), la cual se convolucioné con las imagenes de las
trayectorias de las particulas (figura 11). Esto con el propdsito de generar imagenes de particulas
fluorescentes en movimiento observadas a través de un microscopio. Las variables dpticas manipuladas
fueron: la apertura numérica y magnificacion de la lente del objetivo, la longitud de onda de la luz y el

tamafio del pixel de las imagenes simuladas (figura 9).
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Figura 9. Esquema del efecto de los parametros del sistema Optico sobre el tamafio del pixel de la
imagen y la distribucidn de la intensidad de la seiial.

Las propiedades Opticas del objetivo del microscopio, asi como la longitud de onda de emision del
fluoréforo (i.e. la luz emitida por la muestra) determinan el tamafo y la geometria de la PSF
(esquematizado como un dvalo verde difuso) y su proyeccion en una imagen bidimensional.
Adicionalmente, la magnificacién del objetivo y el tamafio de pixel del detector determinan el tamafio
fisico del pixel en la imagen y su resolucion final.

Las cotas inferiores y superiores de los parametros dpticos modelados fueron establecidas con
base en las caracteristicas de los objetivos utilizados convencionalmente (figura 10). Se evaluaron
longitudes de onda desde 400 hasta 700 nm, apertura numérica desde 0.9 hasta 1.5. Se modelaron
escenarios considerando el uso de lentes objetivos con magnificaciones de 40X a 100X. Adicionalmente,

se simularon escenarios de coleccidon de imagenes con EMCCD o sCMOS (Secciones 8.1.4 y 8.1.5,

respectivamente), considerando la dimension fisica de los pozos de coleccién de fotones caracteristicos

de cada arquitectura (6.5 micras para sCMOS o 12-16 micras para EMCCD).

Al observar una muestra a través del microscopio dptico, lo que se aprecia es en realidad una
distorsién de los objetos, debido a la difraccién de la luz. Se evalué el efecto del tamafio del pixel de la
imagen limitada por difraccién sobre la cuantificacién de N&B. Las imagenes limitadas por difraccién
fueron analizadas para obtener los mapas del N&B promedio. Los resultados son reportados en los
heatmaps de la seccion 8.1.3, donde cada recuadro representa la evaluacién de los parametros en un

escenario optico especifico (figura 11).
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Figura 10. Rango de valores de apertura numérica y magnificacion en objetivos convencionales, segin
el medio de inmersidn y el tipo de correccion de aberracion éptica.

La apertura numérica de un objetivo es una medida de su capacidad para recolectar la luz y resolver los
detalles de un espécimen a una distancia fija. En la practica, es dificil alcanzar aperturas numéricas
superiores a 0.95 sin utilizar un medio de inmersién. Sin embargo, al utilizar agua, glicerina o aceites
como medios de inmersion, es posible alcanzar aperturas numéricas superiores al modificar el indice de
refraccion entre la muestra y la lente. Adicionalmente, los objetivos con la capacidad de corregir
aberraciones épticas poseen una apertura numérica superior, en funcién de su respectiva magnificacion.
Imagen tomada de www.microscopyu.com.
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Figura 11. Esquema general de la obtencién de datos a partir de simulaciones de N&B en un sistema
limitado por difraccién.

Cada recuadro del heatmap representa el promedio del Nimero o del Brillo de n réplicas de una
simulacidn de moléculas en libre difusién, con pardmetros dpticos especificos. Los paneles de la derecha
y central inferior esquematizan la apariencia de las particulas simuladas en funcidn de la PSF generada a
partir de cada set de parametros dpticos.

7.2.3 Simulacion de imdgenes EMCCD

Una vez generadas las imagenes limitadas por difraccién, se simuld ruido de fondo de una cdmara
EMCCD mediante un cddigo escrito en R (ver Anexo D-c) basado en el modelo matematico descrito por
(Hirsch et al, 2013) (Anexo A-c). Las propiedades electrénicas de la cdmara manipuladas para simular el
ruido digital fueron: eficiencia cudntica, ganancia, offset, factor de proporcionalidad analogo-digital y la

corriente espuria del detector (figura 12).

Simulacién de particulas
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Figura 12. Esquema general de la obtencion de datos a partir de simulaciones de Nimero y Brillo en
un sistema contaminado con ruido digital de un detector EMCCD.

Cada recuadro del heatmap representa el promedio del Nimero o del Brillo de n réplicas de una
simulacién de moléculas en libre difusidon con ruido del detector EMCCD Andor iXon Ultra 897 del LNMA.
Los valores de los pardmetros épticos para generar las imdgenes limitadas por difraccidon fueron:
apertura numérica, 1.49; longitud de onda de deteccidn, 480 nm; tamafio de pixel de la imagen, 250 nm.
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7.2.4 Simulacidn de imdgenes sCMOS

Una vez obtenidas las imagenes limitadas por difraccion, se simuld ruido de fondo de una cdmara
sCMOS mediante un cédigo escrito en R (ver Anexo D-d) basado en el modelo matematico descrito por
(Liu et al, 2017) (Anexo A-d). Los parametros electrénicos de la cdmara manipulados para simular el
ruido fueron: offset, ganancia y varianza de cada pixel (Anexo E). Se seccionaron los mapas de
calibracion del sensor en zonas localizadas de alta y baja variacién relativa con el propdsito de evaluar el
sesgo introducido al analisis de N&B en funcidn de la posicién espacial de los pardmetros electrénicos

del detector sobre la imagen (figura 13; Secciones 8.1.5, 8.1.5.1, 8.2; Anexo C).
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Figura 13. Esquema general de la obtencion de datos a partir de simulaciones de Numero y Brillo en
un sistema contaminado con ruido de un detector sCMOS.

Los recuadros puntuados naranjas y azules corresponden a zonas de alta y baja variabilidad relativa de
los parametros electrénicos del detector sCMOS, respectivamente, para cada uno de los mapas de
calibracion. Cada una de estas delimitaciones de los mapas fue utilizada para generar dos conjuntos de
simulaciones de particulas difundiendo libremente en presencia de ruido sCMOS. Posteriormente se
obtuvieron los mapas del Niumero y Brillo para cada una de las simulaciones y, finalmente, los resultados
fueron reportados como la distribucion de los valores de concentracién (Numero) y estado
estequiométrico (Brillo) en funcién de la posicidn espacial de los parametros electrénicos del detector.
Los valores de los parametros Opticos para simular las imagenes limitadas por difraccion fueron:
apertura numérica, 1.49; longitud de onda de deteccidn, 480 nm; tamafio de pixel de la imagen, 250 nm.
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7.2.5 Evaluacion de los algoritmos de simulacidn y andlisis de Numero y Brillo
A manera de un ejercicio para observar el comportamiento de los algoritmos de simulacién y analisis
generados en este trabajo, escritos con base en la teoria (Seccion 1.2.2; Anexos A-a, A-b, D-a y D-f), se

simularon tres escenarios distintos:

(a) Cuatro cuadrantes con la misma concentracién de particulas en cada uno de ellos, pero con
estado estequiométrico creciente (figura 14-a).

(b) Cuatro cuadrantes con particulas de la misma estequiometria, pero concentracién creciente
(figura 14-b).

(c) Cuatro cuadrantes con dos concentraciones y estados estequiométricos distintos, posicionados

de manera cruzada (figura 14-c).

Se inspeccionaron de manera cualitativa los mapas de Numero y Brillo resultantes para comprobar que
cada region de estos reflejara la abundancia y estequiometria esperados de las particulas simuladas,

denotados por el texto blanco en cada cuadrante de la columna de la izquierda en la figura 14.

NuUmero Brillo

)
)
£

1000 1000
1-mer = 2-mer

1
(

2

2500 1510/0]0)

b 1-mer © 1-mer

250

c J eI"" 1-'m‘er;.

* 5000': -, 2500

Figura 14. Algoritmo de analisis de N&B.

Simulaciones de particulas en difusion libre con concentracion homogénea y estequiometria variable (a),
estequiometria homogénea y concentracidon variable (b) y concentracidn y estequiometria variables (c).
Los mapas del Numero y Brillo de cada simulacién se muestran en las columnas central y derecha de la
figura, respectivamente. Cada simulacion consta de 100 imagenes de 64 pixeles por lado no limitadas
por difraccién y sin ruido digital.
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7.3 EXPERIMENTO EN CELULAS VIVAS

Se utilizaron ratones CD-1 adultos (entre 10 y 12 semanas de edad), mantenidos a 23 °C en un ciclo de
12 horas de luz y 12 horas en oscuridad. Los ratones se sacrificaron siguiendo las recomendaciones de
(Nagy et al, 2006) y posteriormente se recolectd el esperma epididimario. Brevemente, el epididimo de
cada raton fue suspendido en 500 ul de medio no capacitante (NC) e incubado a 37 °C durante 15
minutos. Los espermatozoides recuperados se pre-incubaron en presencia de SiR-actin 100 nM en
medio NC durante 10 minutos a 37 °C. Una vez cargados, los espermatozoides fueron incubados
nuevamente durante 60 minutos en medio capacitante (CAP) en presencia de SiR-actin 100 nM vy
posteriormente fueron inmovilizados en cubreobjetos recubiertos con concavalina-A (1 mg/ml). Para la
visualizacidn de los espermatozoides bajo el microscopio, el compartimento de observacion fue llenado
con medio NC con SiR-actin 100 nM, se colocd la muestra sobre el objetivo y se excitd con un laser de
640 nm. Pasados 2.5 minutos, se indujo la reaccién acrosomal con progesterona. Posteriormente,
utilizando el microscopio Nanoimager-S (Oxford Nanoimaging), equipado con un objetivo de
magnificacion 100X, 1.49 NA de inmersion en aceite (Olympus) y una cdmara sCMOS (C11440-22CU,
Hamamatsu), se adquirieron 4000 imagenes de 684 por 428 pixeles y tamafio de pixel efectivo de 117
nm, con una tasa adquisicién de 100 imagenes por segundo en intervalos de 30 segundos durante 20
minutos. La muestra fue excitada mediante iluminaciéon LED a una longitud de onda de 640 nm
utilizando un espejo dicroico de excitacién 405/473/561/635 y el filtro de emision 2: banda 2 666-694
para la recoleccion de la sefal de fluorescencia. La porcidn del chip del sensor sCMOS empleada para
adquirir las imagenes fue la misma que se utilizé para caracterizar los parametros electrénicos de la

camara (Seccidn 7.1.2, Anexo E). Los procedimientos experimentales con animales fueron aprobados

por el Comité de Etica del Instituto de Biotecnologia, UNAM. Experimentos realizados por Martina

Jablonski.

7.4 PROCESAMIENTO DE LAS IMAGENES SCMOS MEDIANTE ACSN

Las imagenes correspondientes a las simulaciones y el experimento in vitro fueron cargadas al entorno
de Matlab a través de la interfaz grafica de ACsN. Posteriormente, se cargaron los mapas del offset y de
ganancia y se introdujeron los valores de 1.49, 674 nm y 117 nm para los pardmetros de apertura
numeérica, longitud de onda y tamafio de pixel, respectivamente. ACsN proceso las imagenes y estds

fueron almacenadas para su posterior andlisis.
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8. RESULTADOS

Existen diversas variables que pueden afectar el desempefio y la confiabilidad de un estudio de N&B
(Cutrale et al, 2019). Cutrale F. y colaboradores (2019) elaboraron una guia para estudiar la
oligomerizacién de proteinas mediante N&B. Esta guia se construyd a partir de diversas evidencias
experimentales donde el analisis N&B resultd util para resolver una problematica especifica. En 2008,
Digman y col. presentaron un estudio sistematico donde se evalud el efecto de diversas variables
experimentales tales como tipo de deteccion (analégica o modo de conteo de fotones), correccion de
fotoblanqueo, ruido electrénico y concentracién de fluoréforos, entre otras, sobre la cuantificacidon del
Numero y el Brillo en un microscopio de escaneo confocal. En este trabajo se presentan los resultados
de un ejercicio de la evaluacién numérica de la variacién de algunos de los pardmetros experimentales
de N&B y su efecto sobre el analisis. Se considera el trabajo de (Digman et al, 2008) como un

antecedente de este trabajo.

8.1 EXPLORACION DE LOS LIMITES DE DETECCION TEORICOS DEL ANALISIS DE NUMERO Y BRILLO

8.1.1 La cantidad de imdgenes, su tamafio y tasa de adquisicion introducen sesgos en la
cuantificacion de la abundancia y el estado de oligomerizacion de particulas en solucion
mediante el andlisis N&B

La mayor parte de las aplicaciones de N&B se centran en el muestreo de fendmenos dindmicos que
ocurren en escalas espacio-temporales caracteristicas, en el rango de 10°3-10? um?/s (Milo & Phillips,
2015). De acuerdo con el teorema de muestreo de Nyquist-Shannon, la sefial original de un sistema
puede representarse a partir de valores discretos muestreados a una frecuencia que exceda por al
menos un factor de dos a la frecuencia mas alta de la sefial original (Landau, 1967). Para procesos
dindamicos, es importante describirlos con un muestreo temporal superior, de al menos dos veces, a la

velocidad con la que ocurren.

La cantidad de imagenes, su tamano y tasa de adquisicion son parametros para elegir en
cualquier sistema de imagenologia digital. Estos pardmetros estan interrelacionados con la cantidad de
fotones que van a ser colectados y posteriormente digitalizados (Youker & Teng, 2014). La eleccién del
tiempo de exposicidn es comunmente hecha con base en conocimiento previo sobre la temporalidad del
fendmeno en estudio, teniendo presente que cada detector posee una eficiencia de coleccion de
fotones caracteristica conocida. La velocidad de movimiento de las proteinas celulares, considerando
diferentes tamafios y compartimentos, esta en el rango de 10°3-102? um?/s. Su difusién se puede estudiar

colectando imagenes con tiempos de exposicion en el rango de segundos a milisegundos (Malacrida et
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al, 2018). La mayoria de las cdmaras digitales actuales son capaces de digitalizar informacién en las
escalas temporales de varios segundos, que normalmente corresponde a las velocidades de difusion de
proteinas dentro de las membranas. Si bien la velocidad de adquisicién y el tiempo de exposicion son
conceptos distintos, se requiere de cautela al determinar este ultimo, ya que tiempos de exposicion
elevados puede resultar en el foto-dafio de la muestra. La adquisicién de cientos de imdagenes por
segundo representa un reto, o incluso una limitante, para la mayoria de los sensores EMCCD. Ademas,
cuando se trabaja con especies fluorescentes que difunden rdpidamente (103-102 um?/s), debe
considerarse que cada fluoréforo tiene un rendimiento cudntico caracteristico; el uso de tiempos de
exposicién cortos puede significar la adquisicion de un nimero de fotones insuficiente para poder

discriminar la sefal del fondo.

Aunado a lo anterior, existen otros parametros que determinan la calidad de una imagen digital.
La informacion colectada en un microscopio éptico se convoluciona durante su paso por las lentes que
lo conforman. Fendmenos que surgen cuando la luz interactia con la materia, tales como difraccion,
dispersion y esparcimiento, provocan la distorsién de la informacién proveniente del espécimen, misma
gue se modifica y entremezcla con el ruido del detector durante el proceso de digitalizacién para dar

lugar a la imagen digital.

Con la finalidad de evaluar el impacto que tiene la cantidad de imdagenes, su tamafio y tasa de
adquisicion sobre la precision de la cuantificacion de abundancia y estequiometria moleculares
mediante estudios de N&B, se desarrolld6 un modelo minimo de particulas difundiendo en dos
dimensiones (D = 25 pm?/s) en un sistema libre de efectos de difraccién y de presencia de ruido digital.
La figura 15 muestra el resultado promedio del andlisis de N&B obtenido a partir de diez réplicas de
simulaciones, considerando una concentracién promedio de 1 particula por pixel (N = 1) en estado

monomérico (B = 1).
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Figura 15. Efecto del tamaiio de la imagen, el nimero total de imagenes y la tasa de adquisicion sobre
el Numero y el Brillo.

Cada recuadro de los heatmaps representa el promedio de diez réplicas experimentales. Pardmetros de
simulacidn: tasa de adquisicién de 100 cuadros por segundo (paneles superiores), 200 imagenes totales
(paneles centrales), imagenes de 32 pixeles (paneles inferiores) y coeficiente de difusién de 25 um?/s
(todos los paneles). NA: no analizado por limitaciones de hardware.
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Partiendo de la definicion del Numero y del Brillo, la precision de la cuantificacién de estos
deberia ser proporcional al nimero de eventos analizados, donde cada evento corresponde a la
fluorescencia medida en un pixel de una imagen de la serie temporal. Dicho de otra manera, el nimero
de imagenes colectadas influencia la estadistica y, por ende, la estimacién de los valores del NUmero y
del Brillo. La figura 15-a muestra una dependencia de la estimacion del Numero tanto con la cantidad
total de imagenes analizadas como con su tamafo (en pixeles). Las dependencias observadas son
consistentes con el teorema de muestreo de Nyquist-Shannon debido a que el coeficiente de difusidn de
las particulas simuladas se mantuvo constante a D = 25 um?/s. Bajo esta condicién, se hallé que el
analisis de menos de 200 imagenes resulta en una sobreestimacion del Niumero, para cualquier tamafo
de imagen simulado (de 8 a 512 pixeles cuadrados). Lo anterior se puede explicar por la cadencia de

informacion debido a un muestreo insuficiente de la dinamica de la fluorescencia.

Interesantemente, al analizar 500 imagenes o mads, ocurrid una subestimaciéon del valor
esperado del Numero (N = 1) de aproximadamente 3 drdenes de magnitud. Segun los hallazgos de
Digman y col. en 2008, se esperaria que incrementar el nimero de eventos (imagenes) analizados
impactaria siempre de manera positiva en la estimacién del Numero y el Brillo, al enriquecer el
muestreo estadistico y disminuir el error asociado al calculo de la varianza. No obstante, los resultados
presentados en la figura 15-a sefialan que el analizar demasiados eventos puede introducir sesgos. En
ambos casos, la estimacion del Numero y del Brillo dependen de la estimacion de la esperanza y la

varianza de la informacién (Seccién 1.2.2 y Anexo A-b). La esperanza es el promedio de un grupo de

numeros, la varianza mide el grado promedio en el que cada numero es diferente de la media. El alcance
de la estimacidn de la varianza se correlaciona con el tamafio del rango general de los niumeros, lo que
significa que la varianza es mayor cuando hay un rango mas amplio de nimeros y es menor cuando hay
un rango de numeros mas estrecho. Considerando la dependencia que tiene la varianza con el tamafio
de la muestra se puede concluir que la estimacién del Niumero (figura 15-a), y del Brillo (figura 15-b), son
ambas dependientes del tamafio de la muestra. Puede concluirse que la precisién del analisis de N&B
depende del nimero de imagenes colectadas. La precisidn en la estimacién del Nimero es inversamente
proporcional al nimero de imagenes colectadas mientras que la del Brillo es directamente proporcional.
En contraste con los hallazgos de Digman y col., no sélo se requiere un nimero minimo de imagenes
para obtener una medicién precisa, sino que también existe un limite sobre el cual la cantidad de
particulas observadas mediante N&B comienza a subestimarse. Por otro lado, esto no afecta la
cuantificacion de la estequiometria de las particulas (en imagenes simuladas de por lo menos 16 pixeles

cuadrados) (figura 15-b). Ver Anexo B-a para mas detalles de este fenémeno.
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Para tamafos de imagen menores de 16 pixeles por lado, la cuantificacién del Numero y del
Brillo se vuelve imprecisa a cualquier tasa de adquisicién. Esto ultimo puede deberse a que, dado que en
las simulaciones al alcanzar un borde de la imagen las particulas aparecen nuevamente del lado
contrario de esta, el espacio de la imagen es tan reducido que se crea la ilusién de que no se mueven.

Esto ultimo provoca una subestimacion de la varianza de la fluorescencia.

Tasas de adquisicion mayores a 100 cuadros por segundo (cps) provocan una sobreestimacién y
una subestimacién del Numero y del Brillo, respectivamente, al observar particulas con un coeficiente
de difusion de 25 um?/s (figura 15-c,d). Sin embargo, dado que la tasa de adquisicidn y el coeficiente de
difusidn (dependiente del tamafio de las particulas) estan intimamente relacionados por la temporalidad
del proceso, no es posible concluir aun el efecto de estas dos variables sobre el andlisis. Ver Anexo B-b

para mas detalles.

Tasas de adquisicidn elevadas provocan una sobrestimacion del NUmero a menos que se adquieran mds
de 1000 imagenes por experimento. Sin embargo, demasiadas imdgenes provocardn una subestimacion
si no muestrea lo suficientemente rapido (figura 15-e). Por otro lado, el Brillo sélo sera subestimado al

adquirir menos de 500 imagenes a mas de 500 cps (figura 15-f).

Para el caso de las simulaciones realizadas en este trabajo, tamafios de imagenes por encima de los 16
pixeles son mas convenientes para cuantificar correctamente el Nimero y el Brillo. Ver Anexo B-c para

mas detalles.

Con base en los resultados de la figura 15, se concluye que los parametros experimentales donde la

técnica de Numero y Brillo posee mayor sensibilidad en simulaciones son:

i) Entre 200 y 500 imagenes totales por experimento; mas imdagenes analizadas incrementan
ligeramente la precisiéon de la cuantificacién del Brillo (figura 15-b), pero provocan una
subestimacién del Nimero (figura 15-a).

ii) Tamafio de imagen de al menos 16 pixeles por lado; tamafios menores introducen sesgos al
analisis. No existe limite aparente en el tamafo de la imagen.

iiii) Una tasa de adquisicién de entre 10 y 100 cps resulta dptima para la cuantificacién de
particulas con coeficiente de difusién en el orden de las decenas de um?/s. Sin embargo,
estos dos factores estan intimamente ligados y la eleccién de la tasa de adquisicion debe

hacerse con base en la temporalidad del fenémeno molecular que se espera cuantificar.
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8.1.2 La abundancia y estequiometria de las particulas poseen limites de deteccidn

8.1.2.1 La velocidad de las particulas gobierna la estadistica de los experimentos

En esta seccion se presenta el estudio del efecto del coeficiente de difusién de particulas simuladas y
cada uno de los parametros experimentales evaluados en la seccién anterior sobre la cuantificacion del
Numero y del Brillo. Cabe remarcar que este Ultimo estd directamente asociado al peso moleculary, por
ende, a la velocidad a la que se mueven las particulas. Si bien se simularon Unicamente mondémeros, los
resultados permiten determinar la sensibilidad de la técnica para la identificacién de especies
moleculares monomeéricas de distinta masa y coeficiente de difusién. Lo reportado a continuacién aplica
Unicamente para el contexto de este trabajo, se necesitan mas pruebas que permitan extender los

hallazgos a otros sistemas experimentales.

Cuando las particulas se mueven mas lentamente, es necesario adquirir una cantidad superior de
imagenes por experimento. Esto se debe a que la magnitud del cambio de posicidn de las particulas en
el tiempo es baja y, por lo tanto, entre menos imagenes se adquieran, menos informacién acerca de su
movimiento sera recolectada (figura 16-a,b). Sin embargo, cuando las particulas se mueven lo
suficientemente rapido (i.e. 10 um?/s o mas), basta con adquirir mas de 100 imagenes para aproximarse

al valor esperado.

La concentracion y estado estequiométrico de moléculas cuyo coeficiente de difusion es relativamente
pequefio (menos de 1 um?/s) son mas dificiles de cuantificar; este efecto puede ser compensado al

ajustar la tasa de adquisicion para aproximarse a la temporalidad del fendmeno difusivo.

Para todos los casos, siempre y cuando el tamafio de las imagenes sea de por lo menos 16 pixeles por
lado, la cuantificacién del Numero se ve favorecida mientras mas rapido se muevan las particulas (figura
16-¢,f). Sin embargo, este aumento en el coeficiente de difusiéon debe ser compensado por tasas de
adquisicion elevadas que se aproximen a la temporalidad del fendmeno difusivo. Existe una relaciéon
proporcional entre la velocidad a la que se mueven las particulas y la velocidad a la que la sefial debe ser

muestreada para describir correctamente la informacién (figura 16-c,d).

En el caso de particulas cuyo movimiento es demasiado lento, el escaso cambio en su posicidén a través
del tiempo provoca que la varianza de la sefial se aproxime a cero. Este fendmeno se vuelve un
problema especialmente cuando dichas particulas no experimentan movimiento, es decir, existe una
poblacion de particulas inméviles en la muestra. Para mitigar este efecto y evitar la introduccién de

sesgos en las mediciones, es necesario remover la sefial de los objetos estaticos.
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Figura 16. Evaluacion del efecto del coeficiente de difusion sobre el Numero y el Brillo.

Cada recuadro de los heatmaps representa el promedio de diez réplicas experimentales. Pardmetros de
simulacidn: tasa de adquisicion de 100 cuadros por segundo (a,b-e,f), 200 imagenes totales (c,d,e,f),
imagenes de 32 pixeles (a,b,c,d). Los recuadros con un simbolo de infinito o indican que ese par
experimental arrojo dicho resultado a partir del analisis.
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8.1.2.2 Es necesaria una cantidad minima de particulas por pixel para cuantificar correctamente su
abundancia

En esta seccidn se evalua el efecto de la abundancia de particulas y su estado estequiométrico sobre la
cuantificacién del Numero y del Brillo, es decir, cdmo afecta la cantidad de particulas y su grado de
oligomerizacién en la cuantificacién de estos mismos pardmetros. Para ello, se simularon valores del

Numero desde 0.001 hasta 100 y del Brillo desde mondémeros hasta 100-meros (figura 17).
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Figura 17. Evaluacion del efecto de la abundancia de particulas y su estado estequiométrico sobre el
Numero y el Brillo.

Cada recuadro de los heatmaps representa el promedio de diez réplicas experimentales. Pardmetros de
simulacidn: imagenes de 32 pixeles, tasa de adquisicion de 100 cps, 200 imagenes totales por andlisis. El
coeficiente de difusion de cada oligdmero se calculdé mediante la ecuacidn 5, considerando un
coeficiente de difusiéon del monémero de 25 um?/s. Un valor del Nimero de 0.001 equivale a una sola
particula difundiendo en toda la imagen a lo largo del experimento, mientras que un valor de 100
equivale a un promedio de 100 particulas por cada pixel en todo momento.

Cuando la cantidad de particulas promedio por pixel es igual o mayor a 0.1, la cuantificacion del Numero
se mantiene constante sin importar el estado estequiométrico. Menos de 0.1 particulas promedio por
pixel se ven reflejadas en una sobreestimacién del Nimero en oligdmeros de orden mayor. La

cuantificacidon del Brillo no es afectada por la concentracién de particulas.
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8.1.3 La pérdida de resolucion deteriora el andlisis de Numero y Brillo
En esta seccidn se evalua efecto de las propiedades dpticas de un sistema limitado por la difraccion de la
luz sobre la cuantificacion del Nimero y del Brillo. Los pardmetros experimentales para las simulaciones

de este estudio fueron elegidos con base en los resultados obtenidos en la Seccién 8.1.1.

La medicidn del Numero y el Brillo tiende a sesgarse mientras la longitud de onda empleada es mayor y

el tamafio de pixel de la imagen limitada por difracciéon es mds pequefio (figura 18-a,b).

La pérdida de resolucidon en las imagenes a causa de la difraccidn de la luz impacta en el muestreo de la
informacién. Cuando la sefial de las particulas se transforma en una distribucién de intensidad al

convolucionarse con la PSF (Seccién 7.2.2 y Anexo A-e), la magnitud de la varianza debida al movimiento

de las particulas disminuye cuando estas entran en proximidad. En otras palabras, cuando una particula
difunde demasiado cerca de otra (i.e. a una distancia menor a la resolucién minima del sistema), la
varianza de la sefial se comparte entre pixeles y la informacidn asociada al movimiento molecular se
deteriora. Si bien el valor medio se mantiene constante dado que el nimero de particulas en la imagen
no cambia a través del tiempo, el decremento en la varianza ocasiona una sobreestimacién del Numero

y una subestimacién del Brillo, respectivamente.

Es necesario que el tamafo de pixel sea mas grande que la dimensién radial de la PSF (w), que es
directamente proporcional a la longitud de onda (A1) e inversamente proporcional a la apertura numérica
(NA) de la lente, segun la relacion w = 0.6141/NA. Si consideramos una longitud de onda de 500 nm y
apertura numérica de 1.49, la distancia radial de la PSF se aproximaaw = 0.61 * 500/1.49 = 196 nm;
a esta longitud de onda, es necesario un tamafio de pixel de aproximadamente por lo menos 225 nm
para resolver la concentracién y el estado estequiométrico de las particulas (figura 18-a,b). Ademas, el
tamafo de pixel (producto de la magnificacién del objetivo y el tamafio fisico de pixel del detector)
puede provocar un sobre- o submuestreo de la sefial de la fluorescencia si este excede o es menor a las

dimensiones de la PSF, respectivamente.

En cualquier caso, mientras mayor sea la apertura numérica, mayor es la resolucion del sistema y la
capacidad de estimar el NiUmero y el Brillo. Por ello, se recomienda utilizar un objetivo 60X o 100X de
inmersion en aceite que permita alcanzar, segun el tipo de correccién de aberraciones dpticas, aperturas

numeéricas lo suficientemente altas para mitigar el efecto de la difraccién de la luz.
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Figura 18. Evaluacion del efecto de la longitud de onda, tamafio de pixel y apertura numérica sobre el
Numero y el Brillo.

Cada recuadro de los heatmaps representa el promedio de diez réplicas experimentales. Pardmetros de
simulacién: 500 imégenes de 64 pixeles a 100 cps y coeficiente de difusién de 25 um?/s. Paneles
superiores a inferiores: apertura numérica de 1.49, tamafio de pixel de 250 nm y longitud de onda de
500 nm, respectivamente. Los recuadros con lineas negras diagonales representan mediciones mayores
a 10 o menores a 0.1 unidades (para el Numero y el Brillo, respectivamente) y, por ello, fueron excluidas
del heatmap donde, para cualquier caso, el valor esperado es de 1.
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8.1.3.1 La varianza de la sefal se subestima cuando la resolucion espacial disminuye

La entropia de una imagen esta dada por fendmenos dindmicos como el parpadeo de los fluoréforos o
su movimiento en el plano espacial. La cuantificacion de esta entropia, a través del anadlisis de los
momentos estadisticos de las fluctuaciones de la fluorescencia (Nimero y Brillo), es la que permite

derivar informacidn relacionada con la abundancia y estequiometria de las particulas.

En la figura 19 se muestra un esquema del efecto que ejerce la pérdida de la resolucién en una imagen
limitada por difraccién sobre la capacidad de medir la entropia de las particulas, que es directamente
proporcional a la distancia entre estas y a la resolucién espacial. La varianza originada por el trafico
molecular es proporcional a la intensidad maxima de los emisores, es decir, su magnitud depende
directamente de la cantidad de fotones emitidos en un intervalo determinado. Por otro lado, el limite de
la varianza en un sistema limitado por difraccion tiende a cero cuando la resolucién disminuye. Cuando
el ancho de la distribucién de intensidad de las particulas es mayor al muestreo espacial o, en su
defecto, a la magnitud del desplazamiento de estas, la varianza se subestima ya que el cambio en la
intensidad para una posicion dada de un momento a otro, es menor. La varianza obtenida describe

fielmente el proceso difusivo cuando la sefial no comparte informacién de otros emisores.
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Figura 19. Efecto de la disminucidn de la resolucion sobre la varianza de la seiial.

Las graficas de la derecha corresponden al perfil de intensidad descrito por las lineas rojas punteadas en
las imagenes de la izquierda.
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8.1.4 El ruido de fondo EMCCD introduce sesgos al andlisis cuando las particulas son escasas
En esta seccidn se explora el espacio de pardmetros moleculares a los que NUumero y Brillo es sensible en

un sistema limitado por difraccién y con presencia de ruido de fondo de una cdmara EMCCD simulado.

La cuantificacion tanto del NUmero como del Brillo se compromete al introducir ruido simulado cuando
la cantidad de particulas presentes en la imagen a lo largo del experimento es de menor a 1 particula
por pixel (figura 20); esta es la cantidad de particulas promedio minima necesaria para poder cuantificar

la concentracion de los fluoréforos y su estado estequiométrico.

Por debajo de este limite, la cantidad de particulas tiende a sobrestimarse debido a que la escasez de
trafico molecular provoca un colapso en la varianza de la sefial, reduciendo la capacidad de describir el
fendmeno difusivo a causa de un submuestreo estadistico del movimiento de las particulas. Los mapas
de desviacidon estandar de la figura 20 indican una variacién mayor en las regiones de este espacio de
parametros, que se traduce en una mayor incertidumbre con respecto a la precisiéon de las mediciones
en estos regimenes moleculares; este efecto aumenta mientras mayor sea el estado estequiométrico,
debido a que particulas mas grandes y lentas, contribuyen en una proporcion menor a la correcta

descripcién estadistica del fenédmeno difusivo.

Estos resultados estan sustentados por la teoria de la espectroscopia de correlacidon de fluorescencia,
donde se establece que la concentracidn minima éptima para la precisa interpretacién de la informacién
a partir de las fluctuaciones de la fluorescencia se encuentra entre 0.1 y 10 nM (Elson, 2011), que se
traduce en unas cuantas particulas presentes al mismo tiempo en un volumen de observacién confocal,

gue comunmente se aproxima a una micra cubica.
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Figura 20. Evaluacion del efecto de la presencia de ruido digital de un detector EMCCD sobre la
cuantificacion del Numero y el Brillo.

Cada recuadro de los heatmaps de los paneles superiores representa el promedio del Numero
(izquierda) o del Brillo (derecha) de 10 réplicas de una simulacién de moléculas en libre difusion, con
parametros 6pticos especificos y con ruido EMCCD simulado. Los heatmaps de los paneles inferiores
corresponden a los mapas de desviacion estandar de las 10 réplicas de cada set de simulaciones.
Parametros de simulacién: 500 imagenes de 64 pixeles a 100 cps. Los valores de los parametros
electrénicos elegidos para simular el ruido fueron: eficiencia cuantica, 90%; ganancia, 27.73; offset, 350;
factor de proporcionalidad analogo-digital, 1.167; tasa de emisidn de carga espuria, 15.96. Ver Anexo A-
c para una descripcidn detallada de cada uno de estos parametros.
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8.1.4.1 El contraste entre la sefial y el fondo no afecta el andlisis

Los valores del Numero y el Brillo elegidos para las simulaciones de la figura 20 fueron desde 0.001 hasta
100 particulas por pixel y desde mondmeros hasta 100-meros, respectivamente, con un brillo molecular
tal que se alcanzd una relacidn sefial-ruido de 3.5 (i.e. los niveles digitales de gris correspondientes a una

particula eran 3.5 veces el promedio de los niveles digitales del fondo de la imagen).

El Niamero esta asociado solamente a la cantidad de particulas totales en la imagen y el valor medio de
la intensidad permanece constante sin importar la magnitud de su brillo molecular. Por otro lado, el
Brillo estd asociado directamente a la cantidad de fotones que las particulas emiten, en funcién de su
estado estequiométrico y la potencia del laser que las excita. Por lo tanto, el brillo molecular estd

estrechamente relacionado con la relacién sefial-ruido de las imagenes resultantes.

En esta seccidn se investigd el efecto de distintas relaciones sefal-ruido de las imdgenes sobre la
cuantificacion del estado estequiométrico (figura 21). El Nimero simulado se fijo en un valor de 1 que,
con base en los resultados anteriores, se sabe que es suficiente para poder muestrear correctamente el

fendmeno difusivo en simulaciones.

La cuantificacidn del Brillo no es afectada por el nivel de contraste entre el la sefial y el fondo por lo que
es posible utilizar estad técnica aun en condiciones de poca disponibilidad de fotones o, en su defecto,
niveles altos de ruido digital. Ademas, ndtese que la variacion entre cada recuadro del heatmap superior
de la figura 21 es de escasas centésimas de unidad para todos los casos, lo que indica que la
cuantificacion de la concentracidén no se ve afectada por la relacidn sefial-ruido ni la magnitud del brillo

molecular.

El procesamiento de la sefial en una cdmara EMCCD es llevada a cabo por los mismos componentes
electrdnicos para todos los pixeles del sensor, lo que resulta en ruido de lectura que es homogéneo en
toda la imagen, con una minima (o nula) variacién entre pixeles a causa de factores aleatorios. El analisis
de Nimero y Brillo en estas imagenes es afectado por la interaccién de la sefial con el ruido del fondo. A

continuacion, se evalla el efecto del contraste entre estos Ultimos sobre el andlisis.
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Figura 21. Evaluacion del efecto de distintos valores de relacién sefal-ruido (de EMCCD) sobre la
cuantificacion del Numero y el Brillo.

Cada recuadro de los heatmaps representa el promedio del Numero (superior) o del Brillo (inferior) de
10 réplicas de una simulacidn de moléculas en libre difusién, con pardmetros Opticos y digitales
especificos y tres diferentes valores de relacion sefial-ruido distintos. El NiUmero simulado para todo el
panel superior fue fijado en 1. La escala de color del heatmap inferior refleja el factor de
proporcionalidad de cada oligdmero con respecto al valor del mondmero cuantificado y no el valor
absoluto obtenido a partir del andlisis, dado que este varia segun el brillo molecular elegido y, por ende,
la relacion sefal-ruido establecida.
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8.1.5 La distribucion espacial del ruido sCMOS introduce sesgos al andlisis

En esta seccion se presenta una evaluacidn el efecto de la distribucién espacial del ruido de fondo
sCMOS sobre la cuantificacion del numero de particulas y su estado estequiométrico. Los mapas de
calibracion poseen patrones marcados en sus diferentes regiones (Anexo E). El experimentalista puede
seleccionar la zona del chip que desea utilizar para el experimento al costo de sacrificar resolucién y el
tamano de las imdgenes. Existen regiones del chip donde la dispersion del ruido es mas amplia que en
otras, provocando que convenga mas realizar el experimento utilizando una determinada region del chip
por encima de otra (figura 22-a). Las propiedades de cada pixel, asi como de cada dispositivo, varian

como resultado del proceso de su proceso de manufactura.

Cuando el Numero y el Brillo se analizan como un promedio general de la informacién de todos los
pixeles de la imagen (mapa de N&B), es posible recuperar valores cercanos a los simulados. De manera

similar a la seccidn anterior, es posible obtener un buen estimado tanto del niumero de particulas

presentes en la imagen como de su estado estequiométrico cuando la abundancia de estas oscila entre,
por lo menos, 0.1 a 1 particulas en promedio por pixel, independientemente de la presencia de ruido de

fondo (figura 22-b,c).

Al igual que con los datos con ruido EMCCD, al momento de calcular el Numero y el Brillo a partir de las
simulaciones, se introdujo una compensacion del offset y la varianza con el propdsito de obtener el
Numero y Brillo reales (Anexo A-b). Este es un proceso rutinario para mitigar el efecto del offset de la
camara (introducido de forma automatica y uniforme para evitar valores negativos en la imagen) y a la
variacion de la sefial en funcién de los fotones incidentes con el chip. En la siguiente seccidn se discute el

efecto de estas diferencias en el sensor sobre el analisis local de las imagenes.
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Figura 22. Efecto de la region de ruido de fondo sCMOS sobre la cuantificacidon del Nimero y el Brillo.

(a) Mapas de calibracién del detector sCMOS con zonas de alta (anaranjado) y baja (azul) variacién
relativa encerradas en lineas punteadas. Cada recuadro de los heatmaps representa el promedio del
Numero (izquierda) o del Brillo (derecha) de 10 réplicas de una simulacién de moléculas en libre
difusion, con parametros dpticos especificos y con ruido digital correspondiente a una zona de alta (b) o
baja (c) variabilidad relativa de los mapas de calibracion. Parametros de simulacidn: 200 imagenes de 64
pixeles a 100 cps. Ver Anexo A-d para una descripcion detallada de la generacién de estas imagenes.
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8.1.5.1 La variacidon local del ruido sCMOS introduce sesgos al analisis a nivel de pixel

Segln los resultados mostrados en la figura 22, el efecto del ruido de fondo sobre la cuantificacion del
Numero y el Brillo puede despreciarse cuando: a) se hace una compensacion global de offset y varianza
(Namero vy Brillo reales), b) estos se calculan por medio de un promediado de todos los pixeles de la

imagen y c) la cantidad minima de particulas promedio por pixel es de entre 0.1y 1.

Si se asume que los rasgos moleculares son homogéneos en toda la regidn del experimento y el objetivo
no es obtener informacién espacial sino un estimado global de toda la imagen, basta con obtener el
Numero y Brillo reales y asegurarse que la densidad de particulas presentes sea suficiente para describir
el fendmeno difusivo. Por otro lado, cuando se hace la transicidn a un analisis local de los mapas del
Numero vy el Brillo, es decir, asumiendo propiedades distintas en funcién de la zona de la imagen, la
variacion de pixel a pixel ejerce un efecto mas notorio e introduce sesgos que no pueden ser pasados

por alto.

En la figura 23 se evidencia la presencia de pixeles cuyas propiedades electrénicas sobresalen (hotspots)
con respecto a la vecindad, tanto en zonas de alta como baja variabilidad relativa del detector sCMOS
(figura 23-a). Para evaluar el efecto de estos pixeles sobre el andlisis local de la imagen, se simularon
tres estados estequiométricos distintos con concentracidon constante. Se obtuvo el mapa del Brillo
aparente correspondiente a cada simulacion y se trazé en cada uno un perfil de 65 pixeles de largo
describiendo, para todos los casos, una trayectoria que atravesé cuatro hotspots (figura 23-b). Se
compard de manera cuantitativa el perfil de los datos ideales con el perfil de los datos con ruido de la
zona de alta variabilidad (figura 23-c). Las flechas negras en el panel ¢ indican los hotspots sefialados por
las flechas blancas en el panel b. Dichos pixeles difieren notablemente del valor tedrico (lineas
punteadas), mientras que los pixeles vecinos exhiben valores que, si bien son mas uniformes, se
encuentran por debajo de lo esperado. En la imagen inferior derecha del panel b se muestra un
acercamiento que evidencia las diferencias que puede haber entre un pixel y otro donde, en este caso,
la diferencia para el Brillo calculado fue desde 3.08 hasta 163; esto inhabilita la capacidad de formular

conclusiones a partir de la informacién local.

La figura 23-d muestra la distribucidn de los valores del Brillo del mapa correspondiente a 20-meros en
imagenes con ruido. En el caso ideal, el valor medio de esta distribucidn (linea roja punteada) estaria
alineado con el valor teérico simulado (flecha negra). La dispersidon y geometria de esta distribucion

evidencian el efecto que ejerce la variacion local sobre el analisis.
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Figura 23. Efecto de la presencia de hotspots sobre la cuantificacion del Niumero y el Brillo.

(a) Mapas de calibracion del detector sCMOS con zonas de alta (anaranjado) y baja (azul) variacidn
relativa encerradas en lineas punteadas, utilizadas para simular el ruido de fondo. (b) Mapas del Brillo
obtenidos a partir de tres simulaciones de pentameros, decdmeros y 20-meros, en un sistema ideal
(libre de ruido) y con ruido correspondiente a dos zonas diferentes del sensor (a). Los nimeros dentro
de la escala de pseudocolor indican los niveles digitales de gris minimo y maximo para cada mapa. (c)
Perfil de intensidad del Brillo a lo largo de una linea que atraviesa cuatro pixeles de variacion alta
(indicados por flechas blancas en el mapa de la esquina inferior derecha del panel b) para cada una de
las nueve condiciones (b). (d) Distribucidon de los niveles digitales de gris del mapa del Brillo de la
simulacién de 20-meros contaminada con ruido correspondiente a una zona de alta variabilidad relativa.
El valor promedio esperado y el promedio de la distribucidén estdn indicados por la flecha negra y la linea
roja punteada, respectivamente). Parametros de simulaciones: 500 imagenes de 64 pixeles a 100 cps,
4096 particulas simuladas (NUmero = 1).
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8.2 LA MITIGACION DE RUIDO MEJORA EL ANALISIS A NIVEL DE PIXEL DE NUMERO Y BRILLO EN IMAGENES SCMOS

Se evalud el efecto de la mitigacion de ruido de fondo sCMOS simulado sobre el andlisis de Numero y
Brillo. Se utilizé ACsN, un algoritmo de correccién de imagenes sCMOS que considera las propiedades de
cada pixel y del sistema dptico para eliminar aquellas frecuencias espaciales ajenas a la sefial de

fluorescencia y mitigar el efecto de la variacién local (Seccion 2.2.2).

8.2.1 La correccion de ruido elimina la variacion local y preserva la informacion de las
fluctuaciones asociada a la dindmica molecular en las simulaciones

La operacién de ACsN radica en el filtrado de las frecuencias espaciales que se encuentran fuera de la
funcién de transferencia dptica del sistema (Anexo A-e), que se calcula con base en la longitud de onda
de la luz que entra al microscopio y la apertura numérica del objetivo. Dado que el estudio de esta
seccion parte de datos sintéticos, estos fueron simulados en un sistema limitado por difraccion y con
ruido sCMQOS, utilizando las propiedades dpticas del microscopio Nanoimager del LNMA. Para poder
operar con la interfaz de ACsN, se simulé una apertura numeérica de 1.49, longitud de onda de 500 nm y
un tamano de pixel de la imagen digital de 117 nm. Para simular el ruido sCMOS en las imagenes, se
recortaron dos porciones especificas de los mapas de calibracién del detector de 64x64 pixeles cada una
(esquematizadas en la figura 23-a). Estas mismas regiones fueron introducidas a ACsN para el proceso

de correccién del ruido previamente simulado.

En la figura 24-a, se ilustran dos ejemplos de simulaciones de oligdmeros en difusiéon y se comparan sus
respectivos mapas de Brillo antes y después de la correccidon del ruido (filas central e inferior,
respectivamente). Los mapas originados a partir de los experimentos corregidos guardan similitud con
los mapas originados de los datos sin ruido de fondo; esto sugiere la capacidad de ACsN de mitigar las
variaciones locales (evidenciado por la desaparicion de los hotspots, indicados con flechas blancas) a
través del uso de las mismas propiedades usadas para simular el ruido, con precisién de pixel unico.
Ademas, al filtrar las frecuencias espaciales asociadas al fondo y preservar aquellas asociadas a la sefial
de las particulas (delimitadas por los pardmetros dpticos), el algoritmo de correccién mantuvo integra la
informacién espacio-temporal (entropia) que da origen a las fluctuaciones que describen el proceso
molecular. Esto ultimo es respaldado al analizar el valor medio de todos pixeles de los mapas de Brillo
provenientes de los datos ideales (w) y los corregidos (x), los cuales son préximos (ilustrados en la figura
24 en las barras de pseudocolor en cada mapa del panel a, las lineas rojas horizontales del panel b y las

lineas punteadas verticales del panel c).
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El perfil del Brillo, cuya trayectoria atraviesa cuatro hotspots, evidencia el efecto que estos poseen sobre
la cuantificacion; los perfiles de los mapas de Brillo ideales y corregidos (ilustrados con lineas con
circulos) exhiben una uniformidad en la informacidn de los pixeles alrededor del valor esperado de los
datos ideales (5 y 10) y los datos corregidos (4.7 y 9.4). La ligera subestimacidn del Brillo posterior a la
correccidon se debe posiblemente a una disminuciéon en la entropia de las imagenes, dada por la

sensibilidad de ACsN a la seial y su capacidad de discernir entre esta y el fondo.

En el panel c de la figura 24 se muestran las distribuciones de los niveles digitales de gris de los mapas
de Brillo, para cada imagen del panel a. Las distribuciones de los datos corregidos (azul) se aproximan a
la geometria, proporcion y posicién de los datos ideales (rojo), sefialando la capacidad de cuantificar el
Brillo de manera fiel posterior a un procesamiento con ACsN. Por otro lado, las distribuciones de los
mapas provenientes de datos con ruido exhiben una porcidn de pixeles cuyo valor de Brillo es
subestimado (préximo a cero) y otra porcion de pixeles ubicados en valores muy lejanos a los esperados

(no mostrado en las graficas), correspondientes a los hotspots.
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Figura 24. Efecto de ACsN sobre la cuantificacion del Brillo.

(a) Mapas del Brillo obtenidos a partir de simulaciones de pentameros (izquierda) y decameros
(derecha) difundiendo a concentracion constante en un sistema ideal, antes y después del
procesamiento con ACsN. Los numeros dentro de la escala de pseudocolor indican los niveles digitales
de gris minimo y maximo para cada mapa. (b) Perfil de intensidad del Brillo a lo largo de una linea que
atraviesa cuatro hotspots (indicados por flechas blancas en la imagen central derecha del panel a) para
cada una de las seis condiciones. Las lineas horizontales rojas indican el valor medio del perfil trazado en
los mapas de Brillo ideales y corregidos. (c) Distribucidn de los niveles digitales de gris de los mapas del
Brillo de las simulaciones de pentdmeros y decdmeros en condiciones ideales (verde), antes (rojo) y
después (azul) de procesar con ACsN. Las lineas verticales punteadas indican el valor medio de las
distribuciones. Parametros de simulaciones: 500 imagenes de 64 pixeles a 100 cps, 4096 particulas
simuladas (Numero = 1).
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8.2.2 Evaluacion del desempefio de ACsN en imdgenes de un experimento in vitro

Los resultados preliminares reportados hasta este punto sugieren que la mitigacion del ruido mediante
el algoritmo ACsN elimina el efecto de los hotspots mientras preserva la entropia que da lugar a la
estadistica necesaria para cuantificar la abundancia y el estado estequiométrico. Si bien todos los
estudios presentados hasta ahora han sido realizados sobre simulaciones, los resultados sugieren que
este procesamiento de las imagenes podria ejercer los mismos efectos positivos en datos
experimentales, siempre y cuando se conozcan los pardmetros dpticos del microscopio y un estimado de

las propiedades electrénicas del detector utilizados para la adquisicidon de dichas imdagenes.

Se utilizaron imdagenes de espermatozoides de ratdn ex vivo, marcados fluorescentemente con la sonda
SiR-actin, una molécula fluorogénica altamente afin a los mondmeros de F-actina, las unidades
estructurales de los filamentos de actina y elemento importante del citoesqueleto (Melak et al, 2017).
En estos experimentos se investigd el efecto de la induccidén de la reaccidon acrosomal, mediante la
aplicacién de progesterona, sobre la redistribucién y reestructuracién de los filamentos de actina en el
flagelo de células vivas. La polimerizacién de los filamentos de actina, asi como la formaciéon de
filamentos intermedios, microtibulos y otros procesos celulares, involucra la interaccién y agrupacion
de diversas especies moleculares hasta formar polimeros. Este tipo de procesos, que impactan en el
brillo molecular, la distribucion y movilidad de dichos complejos macromoleculares, pueden ser

cuantificados mediante el NiUmero y Brillo.

En esta seccidén se presenta un ejemplo del procesamiento con ACsN de datos experimentales y su

analisis de Numero y Brillo.

8.2.2.1 ACsN incrementa el contraste y SNR de las imagenes

En la figura 25 se muestra un experimento representativo de un espermatozoide vivo de ratén, adherido
a una placa de cristal con concanavalina-A; las imdagenes poseen una dimension de 684 x 428 pixeles. Los
paneles a y b muestran una de las imagenes antes y después del procesamiento con ACsN,
respectivamente. Se realizaron acercamientos de dos regiones donde la célula estaba presente. De
manera cualitativa, ruido en los bordes del flagelo y la cabeza fue mitigado, manteniendo la estructura
original de la célula y las proporciones de intensidad de la sefial en cada regién. Ademads, en los

acercamientos posteriores a la correccion, se observa el fondo mas homogéneo.

En los paneles ¢ y d se muestran las distribuciones de intensidad de la célula y el fondo,

respectivamente, antes y después del procesamiento. La imagen procesada posee valores de fondo
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minimo y maximo mas cercanos uno del otro, a comparacién de la no procesada que abarca un rango
mas amplio, consecuencia directa de la presencia de hotspots. ACsN ejerce una aparente reduccién y

homogeneizacidn del fondo, aumentando asi el contraste de las imagenes y la SNR.
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Figura 25. Efecto del procesamiento con ACsN en datos experimentales.

Imagen de un experimento de una célula viva previa (a) y posterior (b) a la correccidon de ruido. Los
paneles de la esquina inferior izquierda corresponden a los agrandamientos indicados por los recuadros
blancos en a y b. Histogramas de la distribucién de intensidad en la regién correspondiente a un
fragmento del flagelo y la cabeza del espermatozoide (c) y una region correspondiente al fondo (d),
delimitadas por las lineas verde y anaranjada punteadas, respectivamente, tanto para las imagenes
corregidas y sin corregir. Barras de escala de los paneles a y b: 10 um. Barras de escala de los
agrandamientos: 1 um.
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8.2.2.2 La correccidn de ruido aumenta la resolucion del Brillo y permite hacer analisis espacio-temporal

El experimento mostrado en la figura 26 consiste en la captura de 100 imagenes cada 30 segundos a una
tasa de 100 cps, durante 20 minutos (40 videos de 100 cuadros en total), con el fin de observar la
evolucién de la dindmica de los filamentos de actina en esa escala temporal, antes y después de la
induccion de la reaccidon acrosomal. A partir de esos cuarenta videos se obtuvo un video de cuarenta
mapas del Brillo, cada uno separado 30 segundos del otro, con el propésito de detectar cambios en la
dindmica de polimerizacién de la actina a lo largo del experimento. Adicionalmente, siguiendo la misma
metodologia, se generd un video de la intensidad de fluorescencia promedio para evaluar una posible

correlacién entre la polimerizacion de los filamentos y la redistribucion de actina.
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Figura 26. Andlisis cualitativo de la evolucién espacio-temporal del Brillo en una porcién del flagelo,
previo y posterior al procesamiento de las imagenes con ACsN.

Agrandamientos de una porcién del flagelo de una célula representativa antes y después del
procesamiento. Las flechas rojas indican la posicién de hotspots presentes en las imagenes previas a la
correccidn. Parametros de correccidn de ruido: apertura numérica 1.49, longitud de onda 674 nm vy
tamafio de pixel 117 nm.
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ACsN elimind los hotspots presentes en las imagenes (indicados por las flechas rojas en la primera
columna de la figura 26), uno de los cuales se hallaba dentro del flagelo, que es la regidn de interés de
estudio. El ejemplo mostrado en la figura 26 sugiere que la compensacion de los efectos de estos pixeles
reduce los posibles sesgos introducidos al analizar regiones especificas de la imagen. Hacen falta mas

pruebas en sistemas in vitro controlados que permitan derivar esta hipdtesis a otros sistemas bioldgicos.

Interesantemente, el aumento de contraste entre la seial y el fondo, asi como la homogeneizacion de
este Ultimo, provistos por ACsN, tuvieron como consecuencia un aparente incremento en la resolucion
de los mapas del Brillo (al comparar las imagenes de la tercera y cuarta fila de la figura 26). Este efecto
adjunto revel6 la estructura helicoidal intrinseca de los filamentos de actina y su posicidn a las orillas del
flagelo (Gervasi et al, 2018). Esto podria permitir extender las conclusiones del anadlisis a contextos

espaciales mas particulares.

La figura 27 ofrece una comparacion cualitativa del efecto del procesamiento con ACsN sobre el andlisis
del Brillo de los datos. Los paneles a, b y ¢ esquematizan la porcidon del experimento utilizada para la
comparacion de los resultados, tanto para los perfiles de intensidad media como para los del Brillo,
antes y después del procesamiento. En el panel d se ilustra la evolucion de los perfiles de intensidad y
del Brillo (fila superior e inferior, respectivamente) a través del tiempo del experimento, descritos por
las lineas blancas punteadas en los paneles b y c. La correccién del ruido no ejercié efecto notorio sobre
los perfiles de la intensidad promedio a través del tiempo, y preservé la geometria de las distribuciones
normalizadas (fila superior del panel d), lo que sugiere que la estructura de la informaciéon molecular,
proveniente de los datos originales, no fue alterada. Por otro lado, los perfiles del Brillo guardan

similitud temporal con aquellos obtenidos de los datos originales.

Estas observaciones sugieren que la mitigacién del ruido mediante ACsN en datos experimentales
incrementa el contraste y la resolucion del analisis del Brillo, lo que podria reducir sesgos y mejorar el

analisis sin comprometer la integridad de la informacion de la sefial.
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Figura 27. Analisis de la evoluciéon temporal del perfil de la intensidad de fluorescencia y el Brillo a
través de flagelo, previo y posterior al procesamiento con ACsN.

(a) Agrandamientos de una porcidn del flagelo de una célula representativa antes (b) y después (c) del
procesamiento. (d) Perfiles de intensidad (superior) y Brillo (inferior) normalizados antes (izquierda) y
después (derecha) de la correccidn, descritos por las lineas blancas punteadas en b y c. Parametros de
correccidn de ruido: apertura numérica 1.49, longitud de onda 674 nm y tamaiio de pixel 117 nm.
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9. DISCUSION

Desde su introduccion, la técnica de Numero y Brillo ha abierto la posibilidad de estudiar la dinamica de
agregacidon/desagregacion de moléculas fluorescentes, brindando informacion del estado de
oligomerizacion a nivel de pixel. La capacidad de detectar y cuantificar la interaccién entre moléculas
y/o proteinas con buena resolucion espacial y temporal in vitro es crucial en el campo de la biologia.
Nolan y col. proponen, posiblemente con base en los trabajos (Dalal et al, 2008; Digman et al, 2008),
rangos empiricos de la cantidad total de imagenes dptima para un estudio de Niumero y Brillo, de entre
20 y 1000 imagenes. Sin embargo, los autores no proveen literatura o evidencia experimental que
soporten estas conclusiones. Particularmente, Digman y col. reportan en 2008 que las distribuciones del
Numero y el Brillo obtenidas a partir de imdgenes sintéticas no varian significativamente al analizar
desde 10 hasta 400 imagenes, pero los datos que sustentan estas afirmaciones son arbitrarios. Los

resultados reportados en las Secciones 8.1.1, 8.1.2 y el Anexo B-a de esta tesis concuerdan con los

regimenes experimentales empiricos previamente empleados por otros autores, indicando la relacién
entre el numero de imagenes (y otros pardmetros instrumentales) y la precisiéon de la deteccidn de la
abundancia y estado estequiométrico moleculares. Se ha reportado que el error en la determinacién del
Numero y el Brillo disminuye con la raiz cuadrada del nimero de imagenes y, por lo tanto, entre mas
imagenes se analicen mayor serd la precisiéon de la cuantificacion del Brillo (Digman et al, 2008). Sin
embargo, en el presente trabajo se halld, adicionalmente, que si bien el Brillo se vuelve mas preciso
mientras mas imagenes se integren al analisis (figura A5), una cantidad excesiva de estas provoca una
subestimacion del Numero (figura A4). Esto sugiere la existencia de un rango de imagenes éptimo con
cotas definidas; se recomienda cautela. Adicionalmente, Nolan y col. reportan una relacidn estrecha
entre la velocidad de adquisicién del sistema optico, el coeficiente de difusién de las entidades
moleculares y el tiempo de permanencia de estas en cada pixel (Nolan et al, 2018). Los resultados de la

Seccién 8.1.2.1 soportan dicha relacion.

Al igual que otras ramas de FFS, tal como FCS, la técnica de Numero y Brillo es mas sensible en
regimenes de baja concentracién (nM a pM), ya que su funcionamiento se basa en cuantificar la
informacién asociada a la amplitud de las fluctuaciones de la sefial de fluorescencia originadas a partir
del movimiento de particulas a través del volumen de observacidn. La permanencia de éstas en dicho
espacio esta gobernada por estadistica de Poisson, dado que la presencia o ausencia de una entidad
molecular en un determinado espacio e intervalo de tiempo es un evento discreto. Cuando las particulas

en el medio son demasiadas, dicho fendmeno puede aproximarse mediante una distribucion de
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probabilidad Normal, donde la varianza es igual al valor medio, mismo que estd asociado a la
concentracién molecular. En otras palabras, cuando la concentracion es demasiado elevada, se atenua la
informacién asociada al movimiento molecular y, por ende, la capacidad de medir abundancia vy
estequiometria con base en las fluctuaciones. Por el contrario, muy pocas particulas pueden no
satisfacer el muestreo estadistico necesario para describirlas, escenario en el cual la varianza asociada a
las fluctuaciones tiende a cero. Hasta la fecha, no se ha propuesto un estudio formal que establezca un
rango de concentracion éptimo al cual la técnica de N&B es sensible (Kitamura & Kinjo, 2018). Dicho
rango cambia en funcion del coeficiente de difusién de la poblacidon de particulas en cuestion, cuya
permanencia en el volumen de observacién depende directamente de la velocidad a la que se mueven.
Esto significa que existe un rango de concentraciéon 6ptimo, cuantificable mediante N&B, para cada
posible coeficiente de difusidn. En la Seccién 8.1.2.2 se evalué numéricamente este rango para el caso
de una molécula con coeficiente de difusién de 25 um?/s. Si bien en la Seccién 8.1.2.1 se reporta el
efecto de distintos coeficientes de difusidon (0.01 hasta 500 um?/s) sobre la cuantificacién del Numero y
el Brillo, es necesario, adicionalmente, realizar un estudio que determine el rango de concentracién
apropiado (figura 17) para cada uno de los coeficientes de difusion evaluados en la figura 16. Esto
proveeria, por primera vez, un criterio mas amplio sobre la sensibilidad de N&B ante la concentracion

molecular en funcién de la velocidad a la que las particulas difunden.

Recientemente se ha mostrado mayor interés por examinar la evolucidn del estado estequiométrico no
sélo en el espacio, sino también en el tiempo (Nolan et al, 2017; Nolan et al, 2018; Cutrale et al, 2019;
Pinto-Camara et al, 2021). En 2019, Cutrale y col. propusieron un método que denominaron Enhanced
Number and Brightness (eN&B), enfocado en cuantificar la presencia de mdultiples especies
estequiométricas distribuidas de manera heterogénea en el tiempo y en el espacio; una aproximacion
similar habia sido reportada por (Hinde et al, 2017) e implementada en R en (Pinto-Camara et al, 2021).
Basado en el andlisis consecutivo de subconjuntos de imagenes de un experimento global, eN&B esta
intrinsecamente limitado por la resolucién temporal del detector. La capacidad de utilizar detectores
sCMOS como herramienta de imagenologia para este tipo de analisis, promete la posibilidad de describir
eventos dinamicos en el orden de microsegundos. Ademads, el uso de detectores sCMOS de ultima

generacion, cuya eficiencia cudntica puede alcanzar hasta el 95% (ejemplos: https://andor.oxinst.com/-

products/scmos-camera-series/sona-scmos;  https://www.photometrics.com/products/prime-family/-

prime95b), permitiria disminuir los tiempos de exposicidn y potencia del ldser de excitacidn necesarios
para adquirir imagenes con un buen presupuesto de fotones, reduciendo drasticamente los efectos de

fotoblanqueo y fototoxicidad. Se han reportado herramientas para mitigar estos y otros efectos (Nolan

57


https://andor.oxinst.com/-products/scmos-camera-series/sona-scmos
https://andor.oxinst.com/-products/scmos-camera-series/sona-scmos
https://www.photometrics.com/products/prime-family/-prime95b
https://www.photometrics.com/products/prime-family/-prime95b

et al, 2017; Pinto-Camara et al, 2021). Con base en los resultados de la Seccién 8.2 de esta tesis, se
sugiere una mejoria en estudios de Numero y Brillo en imagenes sCMOS corregidas, permitiendo
extender la definicion del método a estudios espaciotemporales (eN&B) e incluso estudios

multiparamétricos en las escalas nanoscépicas (Sankaran et al, 2021).

Adicionalmente, Cutrale y col. elaboraron una guia detallada de cémo llevar a cabo, paso a paso, un
experimento tipico de microscopia de fluorescencia, con el propdsito de generar imagenes con calidad
excepcional para experimentos de Numero y Brillo espacio-temporales. Los autores exponen con lujo de
detalle todas las precauciones experimentales a considerar, desde la calibracién del sistema dptico y la
preparacidn de la muestra bioldgica, hasta la configuracidn instrumental y el analisis de los datos. Una
guia de naturaleza similar, enfocada a la FFS en general, habia sido publicada por (Youker & Teng, 2014).
Como premisa para los ejemplos sintéticos utilizados como prueba de concepto de eN&B, argumentan
gue no existe un reporte formal del rango dptimo de oligdmeros con su método (o el método de N&B
per se). Trabajos previos sugieren un rango optimo de deteccién desde el mondmero hasta el 40-mero,
con estimaciones matematicas que sugieren una extension hasta los 100-meros (Ojosnegros et al, 2017).
Si bien hace falta un cuidadoso estudio que establezca este rango in vitro, los resultados preliminares

reportados en las Secciones 8.1.2.2, 8.1.4 y 8.1.5 de esta tesis sugieren que no existe un limite de

deteccion del grado oligomérico, siempre y cuando la cantidad de entidades moleculares en la imagen

provea la suficiente descripcion estadistica del fendmeno difusivo.

La guia experimental propuesta por Cutrale y col. representa un excelente avance hacia el profundo
entendimiento e integracion del conocimiento de la microscopia de fluorescencia; sin duda, su
publicacidon beneficiard enormemente a la comunidad de la imagenologia biolégica y la academia. Por
otro lado, el aporte de estos autores surge a partir de sistemas de escaneo laser y/o sistemas digitales
basados en detectores EMCCD Unicamente, lo que limita los alcances de sus contribuciones a la
arquitectura de estas tecnologias. En este contexto, el presente trabajo sirve como una aproximacion
numérica para explorar la tendencia del comportamiento de la técnica de NUumero y Brillo con y sin

presencia de ruido en las imagenes similar al de un detector digital.

Con la llegada de algoritmos de correccidn automatica de ruido sCMOS, tales como NCS y ACsN, se
amplié la gama de aplicaciones de microscopia de fluorescencia compatibles con el uso de estos
detectores. Se ha establecido la capacidad de estos algoritmos de corregir el ruido con el fin de mejorar
la calidad de reconstrucciones de microscopia de super-resolucion y de experimentos de rastreo de

molécula Unica (Lin et al, 2017, Mandracchia et al, 2020). Multiples esfuerzos para caracterizar
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completamente las camaras sCMOS y corregir de manera eficaz el ruido independiente entre pixeles que
estos dispositivos introducen a las imagenes han sido realizados (Luisier et al, 2010; Huang et al, 2013;
Liu et al, 2017; Lin et al, 2017; Mandracchia et al, 2020; Zhang et al, 2021; Diekmann et al, 2021 -
preprint). Originalmente, Luisier y col. propusieron una metodologia general para corregir imagenes
contaminadas por ruido de Poisson-Gauss. Mas recientemente, Zhang y col. analizaron y caracterizaron
de manera sistematica los distintos tipos de ruido y evaluaron el desempeno de tres algoritmos de
correccion para la mejoria de imagenes de microscopia convencional y de microscopia de localizacion de
molécula Unica. Dichas contribuciones nos acercan a un entendimiento cada vez mas profundo de la

naturaleza, gracias al uso de estos dispositivos y de las metodologias emergentes.

Interesantemente, el procesamiento con ACsN y posterior aplicacion del analisis de varianza (Brillo) en

datos experimentales de espermatozoides de ratén (Secciéon 8.2.2.2) introdujeron un incremento

aparente en la resolucién espacial de las imagenes, revelando la estructura intrinseca de los filamentos
de actina en la pieza media del flagelo (Gervasi et al, 2018). Esto sugiere una posible aproximacion para
alcanzar super-resolucion basada en (i) el filtrado de las frecuencias espaciales y artefactos asociados al
ruido digital y (ii) un posterior analisis del coeficiente de variacion de cada pixel, resaltando los

componentes estructurales con base la entropia (varianza) de los emisores fluorescentes.

En 2021, Sankaran y col. propusieron una nueva estrategia metodoldgica para eliminar la mutua
exclusividad entre la microscopia de super-resolucién y la espectroscopia de fluctuacion de Ia
fluorescencia. Su método, denominado Super-resolucion Espacio-temporal y Microscopia de
Fluorescencia Multi-paramétrica Simultdneas propone la introduccion de un andlisis correlativo
dindmica-estructura, con el propdsito de incrementar la fidelidad de las reconstrucciones a partir de la
informacién provista por el analisis de FCS y FFS (tal como coeficiente de difusién, estequiometria,
densidad molecular, etc. a nivel de pixel Unico). En su trabajo, Sankaran y col. recurrieron aun al uso de
un detector EMCCD para experimentos de FCS y FFS dado su buen desempefio en condiciones de poca
disponibilidad de fotones y mayor consistencia estadistica en general, mientras que reservaron los
estudios de super-resolucion para el detector sSCMOS. En el mismo afio, Paul y col. introdujeron también
un nuevo método derivado de la teoria de Numero y Brillo, Numero y Brillo Dependiente de
Concentracion (cdN&B) (Paul et al, 2021). Implementado en un sistema de escaneo confocal, cdN&B
propone la descripcidon de la termodinamica de proteinas de la membrana en asociacion con sus
componentes, utilizando la transfeccidn transitoria como medio para medir el tamafio del oligémero en

funcién de la concentracién de su receptor.
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Desde el origen del Nimero y Brillo en 2008 (o de la FFS misma) hasta la fecha actual, los detectores
sCMOS han sido considerados como una alternativa atractiva para dar el salto hacia una nueva era de
imagenologia de alta resolucidn, superando el desempefio de las cdmaras EMCCD e incluso de los
sistemas de escaneo confocal. El desarrollo de nuevas metodologias basadas en la teoria original del
histograma del conteo de fotones (Chen et al, 1999) y FCS no se detiene ante las limitantes tecnoldgicas,
lo que incrementa el contraste entre la era de detectores actuales y la llegada de una nueva generacién
de cdmaras digitales de grado cientifico. La barrera que impide aun la total difusién de la tecnologia
sCMOS a todas las areas y rincones de la microscopia 6ptica, es cada vez mds difusa gracias a los
multiples esfuerzos acumulados a lo largo de la ultima década. Sin embargo, existen aln retos
metodolégicos, tecnoldgicos y tedricos por superar antes de la llegada del dia en que estos dispositivos
desplacen a las cdmaras EMCCD y se conviertan en el nuevo “estandar de oro” de la microscopia de

Optica y la imagenologia bioldgica.
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10. CONCLUSIONES

v' Se propuso un espacio de parametros experimentales dentro del cual la técnica de Nimero y Brillo
es mas sensible y permite cuantificaciones mds confiables, con base en la estadistica de las
particulas analizadas y la definicion misma de N&B. La resoluciéon espacial de las imagenes
analizadas juega un papel importante en la precision del analisis.

v" La mitigacién del ruido en imagenes sCMOS simuladas sugiere que es posible realizar estudios de
N&B con estas camaras. El algoritmo ACsN mitiga las variaciones locales del ruido y permite un
analisis mas preciso y a nivel de pixel, sin embargo, aun faltan pruebas que confirmen estas
observaciones en sistemas experimentales in vitro.

v" Es posible cuantificar, mediante Numero y Brillo, abundancia y estequiometria moleculares en
imagenes con ruido de fondo (EMCCD y sCMOS) siempre y cuando la cantidad de particulas sean

suficientes y se deriven conclusiones globales, no locales (en el contexto de una imagen digital).

11. PERSPECTIVAS

Disefiar e implementar un sistema bioldgico experimental donde pueda inducirse un cambio en la
distribucién y estequiometria de proteinas fluorescentes en células vivas, con el fin de cuantificarlo
mediante Numero y Brillo y validar este analisis con el uso de cdmaras sCMOS. Al tratarse de un modelo

biolégico, podrd establecerse la capacidad de la FFS de cuantificar estos procesos in vitro.

Implementar el analisis del Nimero y Brillo, en conjunto con el uso de detectores sCMQOS, para el
estudio de la evolucidn espacio-temporal de la dindmica de polimerizacion de eventos celulares rapidos
(i.e. con resolucion de milisegundos). En 2019, Cutrale y col. propusieron una aproximacion para
visualizar los cambios en la estequiometria de oligdmeros en funcién del tiempo, limitada Unicamente
por la resolucién temporal de las imagenes adquiridas (Cutrale et al, 2019). La implementacion de N&B
en sCMOS permitira estudiar, mediante esta aproximacidn, dindmicas de oligomerizacion con

resoluciones temporales mas altas.

Otras técnicas de andlisis derivadas de la FFS, cuyo desempefio también se ve beneficiado por el
aumento en la resolucién temporal, son aquellas que correlacionan la seiial en el tiempo, tales como
iMSD y STICS (Seccién 1.2.1). Describir el comportamiento y limites tedricos de estos métodos y
comprobar su aplicabilidad en detectores sCMOS supondria la posibilidad de describir fendmenos
biofisicos mas alld de la abundancia y la estequiometria, tales como interaccién y flujo molecular,

difusién andmala, microscopia correlativa en 3D, entre otros.
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ANEXOS

A. FUNDAMENTOS TEORICOS DE LA METODOLOGIA UTILIZADA

a. Movimiento Browniano
El movimiento Browniano es un proceso estocastico que describe las trayectorias aleatorias del
movimiento de particulas suspendidas en un medio, como consecuencia de las interacciones
termodinamicas entre las particulas y su medio, las colisiones entre estas e impulsado por fluctuaciones

térmicas en el sistema (Karatzas & Shreve, 1998).

Descrito por primera vez por el botdnico escocés Robert Brown (Brown, 1828), el movimiento
Browniano sigue la naturaleza de un proceso de Wiener, ya que estd compuesto por valores reales de

incrementos independientes y es continuo en el tiempo (Van Kampen, 1982).

Para modelar las caminatas aleatorias, caracteristicas del movimiento Browniano, partamos de la

ecuacion de calor:

ou (62u 0%u 62u) [A1]

at " \ax?z ' ay? ' az2
qgue describe la tasa de cambio de la temperatura en un material sélido homogéneo en 3 dimensiones
(x,y & z). Utilizando el operador de Laplace V?, que generaliza la segunda derivada, la ecuacién Al

puede ser reescrita como:
= aV?u [A2]

Donde u es la temperatura en funcién del espacio y el tiempo, VZu es su segunda derivada y 1 es la
derivada de u con respecto al tiempo. El coeficiente a es la difusividad térmica, una propiedad
especifica que depende de la conductividad térmica, la densidad masica y la capacidad calorifica

especifica del material a través del cudl de va a propagarse el calor.

Desarrollada y escrita originalmente por Joseph Fourier en 1822 (baron Fourier, 1822), la ecuacidn
diferencial A2 describe, de manera general, cémo la distribucién de energia o de alguna sustancia
evoluciona en el tiempo a través de un determinado medio. Dicho cambio en la distribucién es
generalmente impulsado por un gradiente, como temperatura, concentracion o voltaje (i.e. un gradiente

de potencial).

En teoria probabilistica, la ecuacidn de calor esta conectada con el estudio de las caminatas aleatorias a

través de la ecuacién de Fokker-Planck, que es una ecuacion diferencial que describe la evolucién de una
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funcién de densidad de probabilidad de la velocidad de una particula bajo la influencia de fuerzas de
arrastre y fuerzas aleatorias, tal como ocurre en el movimiento Browniano (Bonder, 2015). El resultado
de esta relacion es la ecuacion de difusion:

ad 02
£=DE§ [A3]

Descrita originalmente por Adolf Fick en 1855 (Fick, 1855), esta ultima ecuacion corresponde a la 22 Ley
de Fick, que predice como el proceso difusivo impacta en el cambio de concentraciéon con respecto al
tiempo en una dimensién. Para el caso de la difusién en dos o mas dimensiones, debe utilizarse el

operador de Laplace V? y la ecuacién A3 puede ser reescrita como:
@ =DV?¢ [A4]

gue es idéntica a la ecuacién A2, pero cambiando temperatura y difusividad térmica por concentraciény
el coeficiente de difusidn, respectivamente. En la ecuacién A4, @ es la concentracién de una sustancia
con respecto al espacio y el tiempo, ¢ describe la tasa de cambio de la concentracién en funcién del
tiempo y V2@ es la segunda derivada. En este caso D es el coeficiente de difusion, cuyo valor es

constante e indica la magnitud del desplazamiento de las particulas por unidad de tiempo.

La solucién fundamental de la 22 Ley de Fick es la misma que la de la ecuacion de calor, y es igual al

kernel de calor K:

1 _ly_p2
K(x,y,t)=me b=yl /at [AS5]

Que es el kernel correspondiente al espacio euclidiano R? para d dimensiones espaciales y una
dimension temporal t. Asi mismo, el kernel de calor posee la misma forma que la funcién de Green para

la difusioén:

da
o(t) = (ﬁ) /Ze—x2/4kt [A6]

Al sustituir la funcidon de Green en términos de la posicidn de las particulas y su coeficiente de difusidn,

se obtiene una distribucion de probabilidad normal de la forma

1 x?
q)(x, t) - VanDt exp (_ H) [A7]

Esta distribucidn esta centrada en un valor medio ¢ = 0 (no mostrada en la ecuacidn), lo que significa

que las particulas tienen la misma probabilidad de desplazarse a la izquierda o a la derecha en
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cualquiera de las dimensiones espaciales, y la magnitud de dicho desplazamiento esta dictado por la
varianza 02 = 2Dt. Esta ecuacion describe la probabilidad ¢(x, t) de hallar una particula a una distancia
x y tiempo t determinados a partir de una posicidn inicial desde un punto inicial (x=0, t=0), mientras

difunde con un coeficiente de difusion D dado.

Siguiendo este modelo, el desplazamiento cuadrado medio (MSD) de las particulas igual a la varianza de

la distribucion que describe su movimiento en cada paso, tal que
MSD = o2 = 2dDt [A8]

Este es el principio fundamental detras del andlisis de iMSD, a partir del cual se puede obtener el
coeficiente de difusién de una poblacidn de particulas con base en la evolucion de la varianza de la

distribucién de probabilidad que describe su movimiento.

Con base en la teoria descrita en esta seccion, se escribid un cédigo en R util para la simulacién de
caminatas aleatorias y con la capacidad de controlar a voluntad las diversas variables fisicas y

experimentales involucradas en el proceso (Anexo D-a).

b. Fundamentos del Numero y Brillo en sistemas digitales de adquisicion de imdgenes
La idea detrds del enfoque del andlisis de Nimero y Brillo es que, cuanto mayor sea el nimero de
particulas presentes en la muestra, mayor sera la intensidad media de la sefial de fluorescencia a lo
largo del tiempo. Ademads, cuanto mas brillantes sean estas particulas, mayor serd la magnitud de las
fluctuaciones de fluorescencia alrededor del valor medio. Bajo este contexto, el nimero de moléculas es
proporcional a la intensidad media, mientras que su brillo (a menudo traducido como estado de
oligomerizacién) es proporcional a la varianza. Formalmente, el Nimero aparente (N) y el Brillo

aparente (B) se definen como

N = &2 B=2 [A9, A10]

o2 =m

Si bien la velocidad de adquisicion de los datos no juega un papel crucial en esta técnica, si es lo
suficientemente rapida, es posible estudiar la dindmica de agregacién; también proporciona un medio
para excluir el ruido de disparo. A pesar de que la resolucién de diferentes especies oligoméricas dentro
del mismo pixel estd limitada por la resolucion espacial del sistema dptico, se calcula el nimero de

particulas promedio y el brillo para cada area del tamafio de pixel en la muestra.
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Hasta ahora, se ha asumido que el Unico factor que contribuye a (k;) y o2 es el trafico molecular (es
decir, las moléculas que entran y salen del volumen de observacion). No obstante, se deben considerar
otros factores instrumentales antes de proceder a un andlisis cuantitativo (Digman et al, 2008). En
teoria, la intensidad de la sefial deberia ser cero cuando no hay fotones presentes, sin embargo, este no
suele ser el caso. El offset, que es una cantidad constante que depende de la configuracidon del detector,
corresponde a la intensidad de seial promedio en todos los pixeles cuando la cdmara no estd expuesta a
ninguna fuente de luz. Para obtener el valor medio real de la sefial de intensidad de fluorescencia (K),

es necesario restar el offset de los datos.
(K) =(k) —of fset [A11]

Ademas, se debe calcular el factor de proporcionalidad S, definido como relacién entre el nimero de
fotones recibidos y el nimero de electrones (sefal) reportados por el detector (Dalal et al, 2008). El
valor medio real de la intensidad de fluorescencia (K) es entonces el producto del nimero real de
fluoréforos dentro del volumen de observacidn (n) y su brillo molecular real (g), ambos ponderados por

el factor de proporcionalidad S en

(K) = Sen [A12]
Si combinamos las ecuaciones A1l y A12, obtenemos

(k) = Sen + of fset [A13]

Ademds, la varianza aparente o2 es el resultado de la suma de la varianza debida a las fluctuaciones de

fluorescencia (022) y la varianza debida al ruido del detector (6%), como en
0% =0} +o03 [A14]

Mientras o> depende del factor de proporcionalidad S, el nimero real (n) y el brillo real () de las

moléculas, o2 depende adicionalmente del ruido de lectura (002) del detector
02 =S8%n [A15]
of =S%en + ot [A16]
Que, en términos de la varianza aparente g2, puede expresarse como

02 =5%’n+ S%en + of [A17]
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Es entonces necesario conocer ¢, que puede obtenerse al calcular la varianza de la intensidad de la
sefial cuando el detector no esta expuesto a ninguna fuente de luz. En conjunto, considerando estos

ajustes instrumentales, las ecuaciones de Nimero y Brillo se pueden reescribir como

N = & B=Se+S [A18, A19]

Se+n

&n
N=-" B=S(c+1) [A20, A21]

Nétese que, mientras n depende de & & no depende de n. Después de las sustituciones
correspondientes, las ecuaciones del Numero y Brillo reales pueden expresarse en términos de los

factores S, of fset y oé:

(k)-of fset)? _ 9?2-0§-5((k)-of fset)
"~ o2-02-S((k)—-of fset) €= S((k)—of fset) [A22, A23]

Para calcular el factor S, se puede medir la varianza del detector en ausencia de fluctuaciones de seial
(es decir, adquiriendo una serie de tiempo mientras se expone el detector a una fuente de luz de
intensidad constante). Considerando que B = S(¢ + 1), y que, en ausencia de fluoréforos, el brillo real

€ es cero, el brillo aparente B se reduce al factor S:

0?02

B=5= (k)—of fset

[A24]

Al aislar 2, obtenemos una ecuacién de la formay = mx + b, donde la pendiente es el factor Sy la

interseccion es o¢:
0% = S((k) — of fset) + o¢ [A25]

Ver el Anexo D-f para hallar la implementacién del cédigo utilizado para llevar a cabo los andlisis de

N&B.

c. Modelo de las propiedades electrdnicas de una camara EMCCD
Las camaras CCD son dispositivos ampliamente utilizados en campos como la microscopia 6ptica,
astronomia, espectroscopia e imagenologia biomédica; también se encuentran presentes en muchos
dispositivos de uso convencional como celulares y cdmaras fotograficas. Por sus cualidades, tales como
una alta relacién sefal-ruido (SNR) y buen desempeiio en escenarios de baja luminosidad, por varias

décadas han sido el estandar de oro en la academia.
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Al adquirir imagenes, la escasez de luz ocasiona que la sefial se vuelva cada vez mas dificil de diferenciar
del ruido del detector. Las camaras EMCCD mitigan este problema al amplificar la sefial de fotones
mediante la aplicacién de voltaje, sin embargo, a cambio de introducir fuentes adicionales de ruido a las

imagenes.

Hirsch y col. desarrollaron en 2013 un modelo para entender a profundidad las propiedades del ruido en
el proceso de adquisicion de imagenes de una cdmara EMCCD. Este modelo se basa en el principio de
maxima verosimilitud, es decir, una estimacion de la probabilidad de medir un valor particular para cada
pixel de la imagen a partir de un determinado nimero de fotones que inciden en el detector. Para el
desarrollo de este modelo, se considerd el trayecto que sigue la luz desde la entrada hasta la salida del

dispositivo, haciendo un analisis minucioso del ruido presente en cada etapa (figura Al).

Chip del Multiplicacion Electronica del
detector electronica dispositivo

Fotoelectrones

Fotones incidentes

Sefial electrénica Sefial digital
> I ———

Carga espuria

I I
1) Emisién 3) Generacién de electrones inducida 5) Conversion de la sefal
de fotones por calor y transporte de la sefial analogo-digital

2) Generacion de fotoelectrones 4) Aplicacion de voltaje y 6) Discretizacion de la sefial
multiplicaciéon electrénica

Figura Al. Esquema general del proceso de adquisicion y conversién de sefial en una camara EMCCD y
las distintas fuentes de ruido a lo largo del proceso.

Adaptado de Hirsch et al, 2013.

Ademas del ruido originado a partir del procesamiento de la seiial, existen contribuciones sistematicas
del detector que introducen un sesgo adicional a la informacién de la imagen. Cuando se adquieren
imagenes en oscuridad total (i.e., sin exposicién del chip a ninguna fuente de luz), estas solo muestran la

carga espuria y el ruido del dispositivo y no son del todo homogéneas. Adicionalmente, existe un valor
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constante que es sumado electrénicamente a todos los pixeles de la imagen para evitar valores

negativos en el resultado final. Este Ultimo es conocido como el offset del detector.

Si el nimero de fotones incidentes en un pixel del detector es i, el niimero de cuentas medido en dicho
pixel de la imagen es n;. y ® es el conjunto especifico de pardametros del detector, esta funcion de

densidad de probabilidad es
P(nyc;1,0) [A26]

Que es la funcién de maxima verosimilitud utilizada para el desarrollo del modelo, y cuyo objetivo es
conocer la probabilidad de obtener n;. conteos en cada pixel de la imagen final cuando luz de cierta
intensidad incide en ellos. Para ello, se integraran, a continuacién, todas las fuentes de ruido presentes

en el proceso de adquisicion de la seial paso por paso.

Durante el proceso de adquisicidon de imagenes en una cdmara EMCCD, existen diversas fuentes de ruido
cuyo efecto se ve reflejado en el resultado final. La emisién de fotones de la muestra es descrita por una
distribucién de Poisson. Cuando la disponibilidad de fotones en un experimento es limitada, las
variaciones de intensidad entre cada pixel son mas evidentes y la incertidumbre de la deteccidn de la luz
aumenta; este es el ruido de Poisson. Mientras mas fotones incidan en el detector, la magnitud de estas
variaciones sera cada vez menor. Es por esto por lo que, en la microscopia de fluorescencia, donde la luz
proveniente de la muestra es limitada, el efecto de este ruido sobre las imagenes suele ser importante y

debe tomarse en consideracion. La probabilidad de que n,, fotones incidan en el detector, descrita por

una distribucion de Poisson P(1) con media i es

p(npn; i) = P(npp; A = ) [A27]

Cuando un fotdn incide en el chip, es posible que este genere o no un fotoelectrén. Esta es la primera
fuente de ruido y la probabilidad de tal evento es la eficiencia cuantica q del detector, la cual depende
de los materiales del dispositivo y de la longitud de onda de la luz. La probabilidad de obtener n,,

fotoelectrones a partir de n,;, fotones incidentes esta dada por la distribucion binomial

B(Npe; Npp, Q) [A28]

y, por lo tanto, la probabilidad de obtener n,,, fotoelectrones a partir de una fuente de luz esta dada por
la combinaciéon de los eventos mutuamente exclusivos de las probabilidades de las distribuciones A26 y

A28, donde la media es el producto de la intensidad de la luz y la eficiencia cuantica.
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p(npe;i,q) = Zf{’ph=0P(nph; i) B(npe; npn, q) = P(npe; iq) [A29]

Una vez generados los fotoelectrones, estos son transferidos a través del sistema mediante la aplicacién
y modulacién de voltaje en los electrodos. Durante este proceso es posible que, debido a la corriente
eléctrica, se generen electrones no deseados. Este fendmeno es conocido como carga espuria y es la
segunda fuente de ruido. La carga espuria depende principalmente de dos factores importantes: a) la
velocidad a la que la informacién de cada pixel es transferida hacia el registro de lectura (intimamente
relacionado con la velocidad de adquisicion de la cdmara y el tiempo de exposicidn) y b) el nimero de
procesos de registro (i.e. la cantidad y de pixeles a procesar y, por lo tanto, el tamafio de las imagenes
adquiridas). Adicionalmente, las fluctuaciones térmicas del sistema pueden generar también electrones
no deseados; este efecto es conocido como corriente oscura. Sin embargo, estas fluctuaciones son
normalmente mitigadas por la refrigeracion del dispositivo, cuyo efecto puede, entonces, considerarse

despreciable a temperaturas lo suficientemente bajas.

La emision de la carga espuria es también gobernada por una distribucidon de Poisson, con una tasa de
emision €. Un electrén que entra al registro de electro-multiplicacién (EM) puede ser un fotoelectrén o
puede provenir de la carga espuria. Por lo tanto, el nimero de electrones de entrada n;, del registro EM
puede ser descrito como la convolucidn de dos distribuciones de Poisson para los fotoelectrones y la

carga espuria, respectivamente:
p(nie; iq, c) = r‘);'fio P(m; iq) P(nie —-m;c) = P(nie; iq + ) [A30]

En la ecuacion A30, el numero esperado de fotones de entrada es el pardametro de la distribucién de

Poisson: E[n;.] = A =iq + c.

Durante la amplificacidon de la sefial en el registro EM, los electrones son transferidos con un voltaje
mayor que en el chip y el registro de lectura para amplificar la sefial mediante la creacion de electrones
por medio de ionizacion por impacto. Este fendmeno es también un proceso estocastico y representa la
tercera fuente de ruido. La probabilidad de que n,, electrones de salida abandonen el registro EM con

ganancia g, si luz con intensidad media 1 incide en el detector es:
p(nee; i, q,c, g) = ZZ?:=1 P(nie;iq + ©) y(pe; Nie, g) = (P(iq +c) * y(g))(noe) [A31]

Que es la combinacién de una distribucién Gamma y una distribucién de Poisson.
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El objetivo de este modelo es el de formular una funcién de densidad de probabilidad que tome en
cuenta todos los posibles escenarios del proceso. Por ello, debe considerarse la posibilidad de que
ningun electrén entre al registro EM. La aproximacion dada por las ecuaciones A30 y A31 no admite este
escenario. Entonces, es necesario expandir el modelo del registro EM tal que
Y (Moe; Nie, 8) Noe = Nje = 0
P(Moe; Nie, 8) = G(Moe; Nie, 8) = 1 Nge = Nje = 0 [A32]
0 de otra manera

donde se asume que el registro EM no produce ningun electrén si ningln electrén entra y que toda la
carga espuria se produjo antes la amplificacion de la sefial; estas suposiciones, sin embargo, no son del

todo verdaderas en realidad. Se obtiene, a partir de E[n;.] = A = iq + ¢ la composicién

Znoe P(m; 1)y(moe;m,8) Npe >0

m=1
P(oe; 1,4, ¢,8) = (P(iq + ¢) * G(8))(Noe) = e™* Nge =0 [A33]
0 Npe <0

Se asume que el nimero de electrones que salen del registro EM es mayor o igual al nimero de
electrones que entran a este. Por lo tanto, la sumatoria en A33 progresa hasta m = n,,. El término

e—l

es insignificante si el nimero de fotones es grande (e.g. A > 10), pero afecta la distribucién cuando
A es pequefio. Haciendo una serie de suposiciones y reacomodo de las ecuaciones, resulta mas

conveniente

A noe noe
~—exp (—? ~2)h (2 /?/1> N,y > 0

n ;i! !c! =
P(Moe; 1,9, ¢, 8) - —

0 Npe < 0

[A34]

Finalmente, la conversidn de las sefiales electrdnicas (analogas) continuas en valores de pixel (digitales)
discretos en la imagen final afiade el cuarto y ultimo componente del modelo, el ruido de lectura. Este

puede modelarse mediante una distribucién Normal con desviacién estandar r
N(fnic; Noe, I') [A35]

El factor de proporcionalidad andlogo-digital, f (factor A/D, también conocido como la sensibilidad del
amplificador), es el nimero de electrones por valor de pixel en la imagen. En otras palabras, es la
relacion del nimero esperado de electrones de salida E[n,.] entre el nimero esperado de electrones

de entrada E[n;,] del registro EM. Por lo tanto, la probabilidad de medir un valor n;. en la imagen
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digital para un conjunto de especificaciones de la camara EMCCD, © = (q,¢c, g, 1,f), y A =iq+c

puede expresarse como:

p(n;1,0) = (P(G(E)) * N()(fny) [A36]

= P(0; )N (fn;; 0,1) + 32;7;1 Fy(22; 4,2m/g) N(fn;.; m, 1) [A37]

Siasumimosque { =n,, — N, +1yf0 =g—1+ ni., con base en la aproximacion de Tubbs (Tubbs,
e

2004) para el modelo de una cdmara EMCCD, la ecuacién A36 y A37 pueden reescribirse como

. (P(0; DN(fn; 0,1) + 2/gFx (22; 4,2fn,./g) mye > 0
P(nic;1,0) = { P(0; M)N(fny,; 0, 1) N < 0 [A38]
1 (f ic)2
= exp (-2 —25) + 2/gFy (24 4.26n;./g) i > 0
L ex (—A—M) n,.<0 439
\V2mo p 202 e =

donde 62 = 2g?\. Este el modelo del ruido de una cdmara EMCCD en su forma general. La distincién de

caso es necesaria ya que la sumatoria en A37 es indeterminada paran;. < 0.

d. Modelo de las propiedades electronicas de una cadmara sCMOS
Una imagen adquirida con una cdmara sCMOS contiene, principalmente, dos tipos de ruido: el ruido de
Poisson, caracteristico del proceso de emision y deteccidn de fotones, y el ruido de lectura introducido
durante el procesamiento de la sefal en el dispositivo (Long et al, 2012). A diferencia de las cdmaras
EMCCD, cuyo ruido de lectura es normalmente muy bajo y poseen un elevado ruido de amplificacién
electrdnica, se sabe que las cdmaras sSCMOS poseen una estadistica distinta asociada a cada pixel (offset,
varianza y ganancia); estos pardmetros ocasionan una heterogeneidad en la sefial aparente registrada

en cada pixel de la imagen, independientemente de la luz que incide en el detector.

El ruido de lectura de una cdmara sCMOS puede aproximarse mediante una distribucion de probabilidad
Gaussiana con media igual a cero y cuya varianza es descrita por las fluctuaciones temporales de la ADU

de cada pixel (Huang et al, 2013), con base en el principio de la aproximacion Normal a una distribucion
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de Poisson cuando 4 — o (Cheng, 1949). Adicionalmente, se incluye el offset de cada pixel mediante la
adicion de este a la distribucién Gaussiana, lo que resulta en el desplazamiento del pico de la

distribucion.

Por lo tanto, cuando los fotones inciden en el sensor del chip, la ADU de la cdmara sigue una distribucion
de probabilidad descrita por la convolucién de una distribucién de Poisson y una distribucién Gaussiana.
Dado que la estadistica detrds de cada pixel es distinta una de la otra, cada unidad del arreglo del
detector posee una funcién de densidad de probabilidad (FDP) distintiva, dada por

_(D—q-gi—oi)z

P(D) = AN el —e i (A40]

27O,

i

Donde P;(D) es la FDP para el pixel i, D representa los conteos digitales especificos para ese pixel (en
ADUs), A es una constante de normalizacién, u; es el nimero esperado de fotoelectronesy g;, 0; ¥ aiz
son la ganancia, offset y varianza del pixel i, respectivamente. La aproximacion propuesta para estimar

estos parametros realizada para este trabajo se detalla en la Seccién 7.1.2.

Una vez obtenidos los mapas de offset, varianza y ganancia, que contienen los valores de o;, aiz Y 9i

para cada pixel i del chip del detector, el ruido de una cdmara sCMOS puede modelarse mediante

Isemos = Ipoisson " 9i T G(O' Uiz) +0; [A41]

donde una imagen con ruido de sCMOS I;cpos €s el resultado de multiplicar la imagen limitada por
difraccién contaminada con ruido de Poisson Ip,;sson POr €l mapa de la ganancia, sumar a cada pixel

ruido Gaussiano de media igual a cero y varianza aiz y el offset o;.

e. La Funcion de Punto Extendido de un sistema limitado por difraccion
La Funcidn de Punto Extendido (PSF, por sus siglas en inglés) es un patrén de dispersién tridimensional
qgue describe como se observaria una fuente de luz puntual e infinitamente pequefia a través de un
sistema Optico especifico. Cuando se capturan a través de un sistema 6ptico, lo que se observa en el
resultado es una interaccion entre los objetos de la muestra y el patrén de difraccién descrito por la PSF.
La geometria de este patrén de dispersidn estd directamente relacionada con la longitud de onda A que

atraviesa el objetivo y la apertura numérica (NA) de este (Harvey & Ftaclas, 1995).
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P (€2 OTF (€.

Funcion Compleja de Pupila Autocorrelacion Funcién de Transferencia Optica

FT - et [~ FT
ASF (x,y) PSF (x,y)

Funcion de Dispersion de Amplitud Médulo cuadrado Funcion de Dispersion de Punto

Figura A2. La relacién matematica entre la Funcion de Pupila, la Funcién de Dispersidon de Amplitud, la
Funcién de Transferencia Optica y la Funcion de Dispersién de Punto de un sistema 6ptico.

La funcién de pupila describe los cambios que sufre una onda de luz al atravesar un sistema dptico, tal
como una camara, un microscopio o el ojo humano. La PSF es el médulo cuadrado de la transformada de
Fourier de la funcién de pupila. La funcién de transferencia éptica (OTF) es el resultado de la calcular la
funcién de autocorrelacién de la funcién de pupila, y puede, a su vez, obtenerse a partir de la
transformacion de Fourier de la PSF. Adaptado de Chung et al, 2004.

La maxima resolucidn tedrica de un sistema déptico puede calcularse a través de la ecuacidon de Abbe

(Abbe, 1874):

1.224 0.611
= 1224 _ 0614 [A42]
n sinf NA

donde d es la distancia minima que permite resolver dos objetos en cercania uno del otro como
entidades separadas, A es la longitud de onda de la luz detectada y NA es la apertura numérica de las

lentes del objetivo.
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Numerical Aperture and Image Resolution Numerical Aperture and Image Resolution
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Figura A3. La resolucién de un microscopio optico esta determinada, en gran parte, por la longitud de
onda de registro de la sefial y la apertura numérica de las lentes del objetivo.

(a) El disco de Airy es un patrdn éptico que describe el punto de luz mejor enfocado que puede hacer
una lente perfecta con una apertura circular, limitada por la difracciéon de la luz. La resolucion del
sistema optico aumenta a medida que la apertura numérica del mismo es mayor, que provoca una
reduccion del diametro del disco de Airy. (b) La PSF describe la respuesta de un sistema déptico ante el
impulso de una fuente puntual de luz. Al convolucionar dicha fuente de luz con el patrén de difraccién,
se obtiene la geometria de la PSF.

Tipicamente, un sistema limitado por difraccién posee una frecuencia de corte por encima de la cual la
sefial no puede ser colectada. Dicho limite es descrito por la Funcién de Transferencia Optica (OTF) y, al

igual que la PSF, esta definido por la NA, y la longitud de onda A de deteccién del microscopio.

Para el caso de un sistema dptico ideal (i.e. libre de aberraciones dpticas), el radio de la Funcidn de
Pupila es igual a NA/\ (Hanser et al, 2004) y, dado que la OTF es el resultado de calcular la
autocorrelacion de la Funcion de Pupila, el radio la OTF es, por lo tanto, dos veces esta cantidad

(2NA/N).
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B. INTERACCION ENTRE LOS PARAMETROS EXPERIMENTALES Y SU EFECTO SOBRE EL NUMERO Y BRILLO

a. Cantidad total de imdgenes
Las figuras A4 y A5 ilustran la relacidon entre los valores del Nimero vy el Brillo esperados y observados,

respectivamente, al adquirir distintas cantidades de imagenes para el experimento.

El nimero total de imagenes éptimo para la cuantificaciéon del Nimero se encuentra aproximadamente
entre 100 y 500 imagenes (figura A4). La cuantificacion del Brillo mejora mientras mas imagenes se

analicen (figura A5).

Cantidad de imagenes totales vs Numero

10

—— 10iméagenes

100 imégenes

Nobservado

= 1000 imagenes

— 10000 imagenes

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

N

tedrico

Figura A4. Evaluacion del efecto del nimero total de imagenes sobre el Numero.

Cada linea corresponde a una cantidad de imagenes del experimento distinta (ver leyendas en la seccion
derecha de la figura). La linea gris punteada indica la relacién lineal entre el valor tedrico simulado y el
valor medido. Pardmetros de simulacién: imagenes de 32 pixeles, tasa de adquisicién de 100 cps y
coeficiente de difusién de 25 um?/s.
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Cantidad de imagenes totales vs Brillo
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Figura A5. Evaluacidn del efecto del nimero total de imagenes sobre el Brillo.

Cada linea corresponde a una cantidad de imagenes por experimento distinta (ver leyendas a la derecha
del grafico). Parametros de simulacion: imagenes de 32 pixeles, tasa de adquisicién de 100 cps y
Nuimero constante de 1.
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b. Tasa de adquisicion
La tasa de adquisicién estd intimamente relacionada con la temporalidad del fendmeno difusivo que se
espera medir. Tasas de adquisicién demasiado altas provocan una sobreestimacion del Numero; este
efecto es mitigado mientras mds particulas haya presentes, pero acentuado para los oligdmeros de

mayor orden cuyo coeficiente de difusion es menor (particulas que se mueven mas lentamente).

Tasa de adquisicion vs Nimero vs Brillo Brillo

1000

—B=1
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—B=5
_ —B=10
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—B=2
—B=5
------------------------------------------------------------------------------- —B=10
—B=20
_______________________________________________________________________________ —B=1

e —B=2

Nimero

10 100 1000 —B=5
—B =10
------------------------------------------------------------------------------- —B =20
o1 ________________________________________________________:% —B=1

—B=2
—B=5
—B =10
001 B =20

Figura A6. Evaluacion de la tasa de adquisicidn sobre el Numero y el Brillo.

Cada conjunto de lineas corresponde a una concentracion de particulas especifica (paneles inferiores),
mientras que las escalas de color de cada uno de estos conjuntos corresponden a un estado
estequiométrico distinto (ver leyendas en la seccién derecha de la gréafica superior). Parametros de
simulacidn: imagenes de 32 pixeles y 200 imagenes por simulacion.
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c. Tamaho de las imdgenes
Se requiere un tamafio de imagen minimo de 16 pixeles. No existe un limite; es posible trabajar con
imagenes de dimensiones superiores sin perder la confianza en el andlisis si el experimento asi lo
requiere. Sin embargo, tomando en cuenta la optimizacién del tiempo de cémputo, imagenes de 16 a 64

pixeles son suficientes.

Tamaiio de imagen vs Niimero
10000

Particulas
simuladas

—100
——500
——1000
—5000
~——10000
——50000
——100000

NiUmero

Tamaiio de imagen

Figura A7. Evaluacidn del efecto del tamafio de la imagen sobre el Numero.

Cada linea corresponde a un numero de particulas simulado distinto (ver leyendas en la seccidn derecha
de la figura). Las lineas grises punteadas indican la relacidn lineal entre el valor teérico esperado y la
medicidon obtenida. Pardmetros de simulacién: tasa de adquisicion de 100 cps, 200 imagenes por
simulacion y coeficiente de difusién de 25 um?/s.
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Tamano de imagen vs Brillo
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Figura A8. Evaluacidn del efecto del tamafio de la imagen sobre el Brillo.

Cada linea corresponde a un estado estequiométrico distinto (ver leyendas en la seccion derecha de la
figura). Las lineas grises punteadas indican el valor tedrico esperado. Pardmetros de simulacion: tasa de
adquisicion de 100 cps, 200 imagenes por simulacién y 10000 particulas simuladas.
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C. ANALISIS DE LA DISTRIBUCION DEL NUMERO Y BRILLO EN FUNCION DE LA REGION DEL SENSOR SCMOS

a. Estudio cualitativo
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Figura A9. Analisis cualitativo del efecto de la distribucion espacial de los parametros electrénicos del
sensor sCMOS sobre la cuantificacion del Namero y el Brillo.

Dentro de los recuadros de las simulaciones se indica el nimero total de particulas simuladas por
cuadrante y su estado estequiométrico: desde 5000 hasta 20000 mondmeros hasta tetrameros.
Parametros de simulacién: 500 imagenes de 128 pixeles y tasa de adquisicion de 100 cps. La segunda y
tercera fila corresponden a los mapas de NUmero y Brillo obtenidos a partir de las simulaciones sin ruido
sCMOS. Se utilizaron las regiones de alta y baja variabilidad relativa de los mapas de calibraciéon
estimados, delimitadas con recuadros anaranjados y azules en la figura 22 .La cuarta y quinta fila
corresponden a los mapas de Nimero y Brillo obtenidos a partir de las simulaciones con ruido generado
a partir de una zona de alta variabilidad, mientras que la sexta y séptima fila corresponden a los de baja
variabilidad. Algunos pixeles de los mapas contenian hotspots; para obtener una escala de color
comparable entre cada uno de los mapas y, con fines cualitativos, estos pixeles fueron ajustados a
valores similares al resto; no obstante, estos datos se muestran preservados en las figuras A10y A11.

Los hotspots presentes en el sensor sCMOS introducen sesgos en el andlisis y alteran las escalas de
pseudocolor de las imagenes, haciendo imposible una comparacién cualitativa de los resultados. El
objetivo del procesamiento con ACsN de estas imagenes es el de mitigar esta heterogeneidad en la

distribucién del ruido de fondo.

De forma cualitativa, es posible observar algunas similitudes en los mapas esperados en comparacion
con los mapas obtenidos a partir de imdagenes con ruido donde la compartimentalizacién de los
parametros moleculares se preserva. Sin embargo, no puede derivarse un andlisis cuantitativo de estos

resultados, ya que no reflejan el valor numérico real correspondiente.
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b. Estudio cuantitativo

Para analizar de manera cuantitativa la variacion local del detector sCMOS, se muestran a continuacion

los histogramas de las distribuciones de cada cuadrante de los experimentos mostrados en la figura A9.
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Figura A10. Analisis comparativo de las distribuciones del Nimero esperado y observado a partir de
simulaciones multiparamétricas con ruido CMOS.

Cada grafico representa la distribucién de los valores de cada cuadrante de los mapas del Numero,
segln las condiciones establecidas en la figura A9.
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Andlisis comparativo de las distribuciones del Brillo esperado y observado a partir de

Regidn de alta
variabilidad

Simulacién 2

0 200 400 600 800
T T T T T
0 1000 2000 3000 4000
T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700
T T T T T T
0 100 200 300 400 500

simulaciones multiparamétricas con ruido CMOS.

Cada grafico representa la distribucion de los valores de cada cuadrante de los mapas del Brillo, segin

las condiciones establecidas en la figura A9.
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D. CopicosDER

a. Simulacion de movimiento Browniano

#i#t### Dependencias #it#it#

library(tiff) # Permite leer y escribir archivos TIFF, con Llas funciones
# readTIFF() y writeTIFF(), respectivamente.

##t### Pardmetros de La simulacion de particulas #####

ccdmod <- F
cmosmod <- F

¢Simular el ruido de una cdmara CCD? T/F

walks <- 50 # Numero de caminatas aleatorias (i.e. numero de particulas)
steps <- 100 # Numero total de pasos
D <- 25 # Coeficiente de difusion (um2*s-1)
cspm <- 1000 # Cuentas por segundo por molécula (fotones)
acqTime <- 0.01 # Tasa de adquisicidn del microscopio (s)
1p <- 10 # Potencia del Lldser de excitacion del microscopio
npx <- 32 # Dimension de las imdgenes simuladas (pixeles)
rstart <- TRUE # Determina si Llas particulas comienzan a difundir desde el
# centro (F) o desde una posicion aleatoria (T)
tif <- TRUE # Determina si se escribird un archivo TIFF como resultado (T)
bps <- 16 # Profundidad de pixel de las imdgenes TIFF generadas
psfmod <- F # ¢Simular Lla Optica del microscopio? T/F
#
#

#H##E Funcion #####

¢Simular el ruido de una cdmara sCMOS? T/F

ParticleSim <- function(walks, steps, D, cspm, acqTime, lp, npx, rstart
psfmod = FALSE, ccdmod = FALSE, cmosmod = FALSE,

tif = T, bps = 16){
si2 <- (4*D*acqTime)
sd <- sqrt(si2)
Ymax <- Xmax <- npx
M <- list(NULL)
r <- list(NULL)
dx <- rnorm(n = walks*steps, mean
dy <- rnorm(n = walks*steps, mean
for (N in 1:walks){
ra <- l:steps + (N-1)*steps
if (rstart == T){
coords <- data.frame(rx

0, sd
0, sd

sd)
sd)

cumsum(dx[ra]) + runif(1, 1, Xmax),

ry = cumsum(dy[ra]) + runif(1, 1, Ymax))

r[[N]] <- coords
} else
coords <- data.frame(rx = cumsum(dx[ra]) + (Xmax/2),
ry = cumsum(dy[ra]) (Ymax/2))

+

r[[N]] <- coords
¥
for(i in 1:steps){
print(i)
m <- matrix(@, nrow = Xmax, ncol= Ymax)
for(N in 1:walks){
X <- round(r[[N]]$rx[i])
y <- round(r[[N]]$ry[i])
if(!(x>=1 && x<=Xmax)){
s <- sign(Xmax - x)
if(s == -1){x <- x%%Xmax}
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if(s == 1){x <- Xmax - abs(x)%%Xmax}
}
if(!(y>=1 && y<=Ymax)){

s <- sign(Ymax - y)

if(s == -1){y <- y%%Ymax}

if(s == 1){y <- Ymax - abs(y)%%Ymax}
}
if(x>0 & y>0 & x<=Xmax & y<=Ymax){

signal <- cspm*acqTime*1p

m[x,y] <- m[x,y] + signal

}
if(psfmod == T){
psf <- PSFmod(PSFsize, Pixelsize, NumAp, Lambda, npx)
m <- convolve(m, psf)
¥
if(ccdmod == T){
cmosmod = F
ccd <- CCDmod(I =m, c =C, q =Q, f =F factor, g =G, s =5)
m <- matrix(ccd, ncol = npx, nrow = npx) + OFST
¥
if(cmosmod == T){
m <- CMOSmod(img = m, g = gamma, sd = sdv, ofst = ofst, npx = npx)

}
if (tif){
M[[i]] <- m/2”bps
} else
M[[i]] <- m
}
if (tif){

writeTIFF(M, paste@(walks, "Particles", steps, "Steps.tif"),
bits.per.sample = bps)

}
return(M)

}

# Escrito con base en Lla teoria desarrollada en el Anexo A-a
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b. Simulacion de la PSF

#H#t### Pardmetros del sistema Optico #####

PSFsize <- 32 # Dimensidn de La PSF (pixeles)

Pixelsize <- ©.15 # Tamano del pixel de La imagen (micras)

NumAp <- 1.2 # Apertura numérica

Lambda <- ©.510 # Lingitud de onda (micras)

npx <- 32 # Dimensidn de La representacion 2D de lLa PSF (pixeles)

#H#### Funcion ##HH#
PSFmod <- function(PSFsize, Pixelsize, NumAp, Lambda, npx){
y <- matrix(rep((-PSFsize/2):((PSFsize/2)-1), npx), nrow = npx, ncol = npx)
x <- t(y)
mesh <- list(x = x, y = y)
z <- sqrt((mesh$x”2)+(mesh$y~2))
scale <- PSFsize*Pixelsize
kr <- z/scale
Freg_max <- NumAp/Lambda
Pupil <- kr < Freq_max
PSFA <- fft(Pupil)
PSF <- Re(PSFA*Conj(PSFA))
OTF <- abs(fft(PSFA*Conj(PSFA), inverse = TRUE))
OTFn <- OTF/max(OTF)
PSFn <- PSF/sum(PSF)
return(PSFn)

}

# Funcion escrita originalmente por el Dr. Addn Guerrero
# Escrito con base en el trabajo de Liu y col., 2017
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c. Simulacion de ruido EMCCD

#it##t# Pardmetros de La cdmara EMCCD ###it#

f_factor <- 1 # Factor de proporcionalidad andlogo-digital

G <- 25 # Ganancia

Q <- 0.95 # Eficiencia cudntica

C <- 15 # Tasa de emision de corriente oscura

S«-1 # Desviacion estdndar de La distribucion normal
OFST <- 100 # Offset del detector

#H#### Funcion ##HH#
CCDmod <- function(I, q, c, f, g, s, offset){

}

k <- 4

lambda <- (I*q) + c

nic <- (g*lambda)/f

Fchi <- NULL

G <- NULL

for (i in 1:1length(nic)){
G = c(G, (1/sqrt(2*pi*s))*exp(-lambda[i] - ((f*nic[i])”"2)/(2%s"2)))
Fchi = c(Fchi, (2/g)*rchisq(1, k, 2*f* nic[i]/ g ))

}

return(G + Fchi)

# Funcion escrita originalmente por el Dr. Addn Guerrero
# Escrito con base en el trabajo de Hirsch y col., 2013
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d. Simulacion de ruido sCMOS

#it##t# Pardmetros de La cdmara sCMOS ##t#it#

# Importacion de mapas de calibracion desde archivos TXT

gainmap <- as.matrix(read.table("gain_map.txt", header = T)) # Mapa de ganancia
varmap <- as.matrix(read.table("variance map.txt", header = T)) # Mapa de varianza
offsetmap <- as.matrix(read.table("offset map.txt", header = T)) # Mapa de offset
# Ajuste del tamano de lLos mapas al tamano de las imdgenes a modelar

gamma <- gainmap[l:npx, 1l:npx]

sdv <- sqrt(varmap[1l:npx, 1:npx])

ofst <- offsetmap[l:npx, 1:npx]

#H#### Funcion ##HH#

CMOSmod <- function(img, g, sd, ofst, npx){
img <- g*rpois(npx*npx, img) + rnorm(npx*npx, @, sd) + ofst
return(img)

}

# Escrita con base en el trabajo de Liu y col., 2017
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e. Aproximacion para estimar el offset, varianza y ganancia de una cdmara sCMOS

#i#t### Dependencias #i#t###
library(tiff) # Lectura y escritura de archivos TIFF
library(MASS) # Herramientas de andlisis estadistico

##### Cdlculo del Offset y Varianza #####
index <- c("e1","@2","03","04","05","06","07","08","09","10")
SUM <- matrix(@, ncol = 428, nrow = 684)
SUM2 <- matrix(@, ncol = 428, nrow = 684)
for (i in 1:6){
for (j in index){
print(paste@("Currently working on substack ",j," of stack ", i))
current <- readTIFF(paste@("stk 00",j," dark",i,".tif"), all = T, as.is = T)
for (k in 1:length(current)){
SUM <- SUM + current[[k]]; SUM2 <- SUM2 + (current[[k]]*current[[k]])

}
}
}
OFST <- SUM/60000; VAR <- SUM2/60008 - (OFST*OFST)

##### Cdlculo de Lla ganancia #####
index <- c("e1","@2","@3","04","05","06","07","08","09","10")
A <- array(@, dim = c(684,428,7))
B <- array(o, dim = c(684,428,7))
for (i in 12:18){
SUM <- matrix(@, ncol = 428, nrow = 684)
SUM2 <- matrix(@, ncol = 428, nrow = 684)
for (j in 1:3){
print(paste@("Currently working on substack ",j," of stack ", i))
current <- readTIFF(paste@("stk 00",j," laser",i,".tif"), all = T, as.is = T)
for (k in 1:length(current)){
SUM <- SUM + current[[k]]; SUM2 <- SUM2 + (current[[k]]*current[[k]])
}

}
offset <- SUM/10000

variance <- SUM2/10000 - (offset*offset)
A[,,(i-11)] <- (variance - VAR)
B[,,(i-11)] <- (offset - OFST)
}
GAIN <- matrix(@, ncol = 428, nrow = 684)
for(i in 1:dim(A)[1]){
for(j in 1:dim(A)[2]){
b <- matrix(B[i,],])
a <- matrix(A[i,7,])
GAIN[i,j]l<-ginv(b) %*% a;
}
}

##t### Importacion de Los mapas de calibracion calculados #####
write.csv(OFST, "offset map.txt", row.names = F, col.names = F)
write.csv(VAR, "variance_map.txt", row.names = F, col.names = F)
write.csv(GAIN, "gain map.txt", row.names = F, col.names = F)

# Escrito con base en el trabajo de Huang y col., 2013
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f. Andlisis de Numero & Brillo

#i#t##t Pardmetros del andlisis de N&B {##it

S<-1 # Factor S de proporcionalidad
offset <- © # Offset del detector
sigma_o <- © # Varianza del detector

#H#t### Funciones ##t#t#
imMean <- function(img){
di <- dim(img)
if (length(di)!=3) return(img)
if (di[3]<2) return(img)
X <- di[1]
Y <- di[2]
Imean <- array(NA, dim = c(X,Y))
for (i in 1:(X)){
for (j in 1:(Y)){
Imean[i,j] <- mean(img[i,j,], na.rm = T)
}
}

return(Imean)

}

imvVar <- function(img){
di <- dim(img)
X <- di[1]
Y <- di[2]
Ivar <- array(NA, dim = c(X,Y))
for(i in 1:(X)){
for(j in 1:(Y)){
Ivar[i,j] <- var(img[i,j,], na.rm = T)
}
}

return(Ivar)

NB <- function(img, sigma_o = @, ofst = @, S
img.m <- imMean(img)
img.v <- imVar(img)
V <- img.v - vare
M <- img.m - ofst
V.min <- min(V)
M.min <- min(M)
if (V.min < @) V <- V + abs(V.min)
if (M.min < @) M <- M + abs(M.min)
B <- V/M
N <- (M 2)/V
B[which(B == Inf)] <- NA
N[which(N == Inf)] <- NA
if (S>0){
epsilon <- B /S -1
n <- (N * (epsilon + 1)) / epsilon
vsm <- V - S*M
vsm.min <- min(vsm)

0){
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if (vsm.min < @) vsm <- vsm + abs(vsm.min)

epsilon <- vsm / M

n <- (M*2)/vsm

epsilon[which(epsilon == Inf)] <- NA

n[which(n == Inf)] <-NA

return(list(n = n, epsilon = epsilon, I Toffset = M))
} else {

return(list(N = N, B = B, I _Toffset = M))

# Funciones escritas originalmente por el Dr. Addn Guerrero
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E. ESTIMACION DE LOS MAPAS DE CALIBRACION DEL DETECTOR SCMOS ORCA FLASH 4.0 v2
A continuacién, se muestran los mapas de calibracién (offset, varianza y ganancia) del detector sCMOS.
Este modelo particular posee un chip de 2048 x 2048 pixeles. Sin embargo, sélo se calibré una subregion
de 684 x 428 pixeles, que es el tamafio maximo de imagen impuesto por el fabricante para el uso con el
microscopio Nanoimager del laboratorio. Ver Secciéon 7.1.2 para una descripcion de la aproximacion

para estimar estos mapas.
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Figura A12. Mapa y distribucion del Offset de una subregion de 684 x 428 pixeles del detector sCMOS
ORCA Flash 4.0 v2 del LNMA.

El patrdn de lineas horizontales refleja la arquitectura de procesamiento en linea del detector.
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Distribucion Mapa de Varianza o/
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Figura A13. Mapa y distribucidon de la Varianza de una subregion de 684 x 428 pixeles del detector
sCMOS ORCA Flash 4.0 v2 del LNMA.
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Figura A14. Mapa y distribucion de la Ganancia de una subregion de 684 x 428 pixeles del detector
sCMOS ORCA Flash 4.0 v2 del LNMA.
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F. PUBLICACIONES

a. FCSlib: an open-source tool for fluorescence fluctuation spectroscopy analysis for mobility,
number and molecular brightness in R (https.//doi.orq/10.1093/bioinformatics/btaa876)

Bioinformatics, 37(13), 2021, 1930-1831
doi: 10.1093/bioinformatics/btaaB 76
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Applications Note OXFORD

Bioimage informatics
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molecular brightness in R
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Abstract

Summary: FCSiib is an open-source R tool for fluorescence fluctuation spectroscopy data analysis. It encompasses
techniques such as Fluorescence Correlation Spectroscopy, Number and Brightness, Pair Correlation Function and
Pair Correlation of Molecular Brightness.

Availability and implementation: Source code available at https://cran.r-project.org/web/packages/FCSlib/ for Linux,
Windows and macOS platforms. Sample data as well as a user’s guide are available at https://github.com/FCSlib/
FCSlib.

Contact: adanog@ibt.unam.mx

Supplementary information: Supplementary data are available at Bioinformatics online.

1 Introduction species in two and three dimensions, while contemplating (or not)
the triplet state of the fluarescence phenomenon.
Fluorescence fluctuation spectroscopy (FFS) is a set of non-invasive Even though the classical spFCS approach provides high tem-
techniques with high spatial and temporal resolution, that can be poral resolution, it is not intended to provide spatial information
used to study the kinetics of particles diffusing at low concentrations about particle mobility at sub-cellular scales. The Pair Correlation
within live cell milieu. By analyzing the spatiotemporal properties of Function measures the time it takes for a particle to move from one
the fluorescence emitted by these particles, FFS can measure molecu- point to anather, calculates the temporal cross-correlation between
lar dynamics and interaction in vive (Lakowicz, 2013). The number the signals and characterizes the average path of a certain molecule
of researchers interested in this tool and the need for specialized within the cellular environment, creating a map of molecular flux
software have both increased in recent years, with a spatial resolution provided by the focal length of the imaging
The seminal technique of FFS is single-point Fluorescence volume (Digman and Gratron, 2009),
Correlation Spectroscopy (spFCS) (Elson and Magde, 1974), which Number and Brightness is a time-independent technique based
provides information about the dynamics of single molecules popu- on the analysis of the statistical moments of the fluorescence fluctua-
lating and transiting a focal volume of observation. In spFCS, the tions; it provides an indicator of the abundance, spatial organization
signal from one or more fluorescence channels (FCCS) is acquired and stoichiometry of different homo-oligomeric species (Digman
over time at frequencies comparable to that of the dynamics of the etal., 2008).
process of interest (Lakowicz, 2013). With the Pair Correlation of Molecular Brightness approach,
Once the data is collected, quantitative information about the one can track the mobility of different homo-oligomeric states of a
kinetic nature of particles, such as their diffusion constant D, is given molecule, coexisting in the same microenvironment (Hinde
commonly recovered through the firting of a physical model (Elson ct al., 2016). The result is an oligomer-specific flux map thac graph-
and Magde, 1974). The ‘fitFCS’ function in FCSIib allows to incorp- ically reflects the spatiotemporal position of the tracked diffusive
orate any of five different models: free diffusion of one or two species (Fig. 1),
@The Author(s) 2020, Published by Oxford University Press. All rights reserved. For permissions, please e-mail: journals,permissions@oup.com 1930
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b. Nanoscopic resolution within a single imaging frame (en revision) (pre-print en bioRxiv,
doi: https.//doi.orq/10.1101/2021.10.17.464398)

Nanoscopic resolution within a single imaging frame
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Abstract

Mean-Shift Super Resolution (MSSR) is a principle based on the Mean
Shift theory that improves the spatial resolution in fluorescence images
beyond the diffraction limit. MSSR works on low- and high-density
fluorophore images, is not limited by the architecture of the detector (EM-
CCD, sCMOS, or photomultiplier-based laser scanning systems) and is
applicable to single images as well as temporal series. The theoretical
limit of spatial resolution, based on optimized real-world imaging
conditions and analysis of temporal image series, has been measured to
be 40 nm. Furthermore, MSSR has denoising capabilities that outperform
other analytical super resolution image approaches. Altogether, MSSR is a
powerful, flexible, and generic tool for multidimensional and live cell

imaging applications.
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G. PARTICIPACION EN CURSOS, SIMPOSIOS Y CONGRESOS

a. Taller de molécula unica: Aplicaciones en el estudio de Proteinas - Red de Estructura,
Funcion y Evolucion de Proteinas (REFEP), IBT, UNAM

00
vy, Red i
'\, Estructura ‘.'.g:
g Funciony ‘.0...0
Lontode Bl S Heior CONACYT

La Red de Estructura Funcion y Evolucion
de proteinas (REFEP)

Otorga la presente

CONSTANCIA

Alejandro Linares Castaneda

Por su asistencia al Taller de
Técnicas de molécula unica:
Aplicaciones en el estudio de Proteinas

m 24, 25y 26 de octubre del 2018

{
X

Instituto de Biotecnologia, UNAM Wrowes
Dra. Liliana Quintanar Vera Dra. Claudia Martinez Anaya
Responsable Técnico REFEP Miembro del CTA

b. Curso de Microscopia Bdsica - Laboratorio Nacional de Microscopia Avanzada, IBT,
UNAM.

El Laboratorio Nacional de Microscopia Avanzada de la UNAM
otorga la presente constancia a

Linares Castafieda Alejandro Irdn
por su participacién en el Curso de Microscopia basica ( 16 Horas
), impartido por el personal del Laboratorio Nacional de
Microscopia Avanzada en sus instalaciones los dias 24 y 25 de abril

de 20109.
P>

Dr. Christopher Wood
Director del LNMA, UNAM.

Instituto de Biotecnologia
UNTIAA LD KAGIONAL ATOROAA it IO

96



c. Curso teorico-prdctico sobre Aprendizaje Profundo Aplicado al Andlisis de Imdgenes de
Microscopia Optica - Laboratorio Nacional de Microscopia Avanzada, BT, UNAM.

El Laboratorio Nacional de Microscopia Avanzada de la UNAM otorga
la presente constancia a

Alejandro Linares Castaiieda

por su participacion en el Curso teérico-practico sobre Aprendizaje
Profundo Aplicado al Anélisis de Imagenes de Microscopia Optica (28
Horas), impartido por Thierry Pécot y organizado por el Laboratorio
Nacional de Microscopia Avanzada de forma virtual los dias 28, 30 de
abril y 5, 8 mayo de 2021.

—E
Dr. Christopher Wood

Director del LNMA, UNAM.

iﬁ Instituto de Biotecnologia

d. XVIII Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria 2019, Ledn, Guanajuato —
Sociedad Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria

N VIII

Congreso Leén , Guanajuato

[\Iac|oma| 23 al 28 de junio 201 9

DE BIOTECNOLOGIA Y BIOINGENIERIA

Sociedad Mexicana de
Biotecnologia y Bioingenieria

Otorga la presente

CONSTANCIA

Radil, Pinto Camara, Alejandro, Linares Castafieda, Haydee, Hernandez, David, Moreno
Gutiérrez, Laura, Palomares, Christopher, Wood, Adén, Guerrero

Por su participacién con la contribucién oral:
ESPECTROSCOPIA DE CORRELACION DE FLUORESCENCIA AL ALCANCE DE TODOS.

En el XVIII Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria,
23 al 28 de junio de 2019 en Ledn, Guanajuato, México.

UV’V"W

Dra. Sylvie LeBol

‘esicenta del Comi

emll Gl

Dr. Adelfo Escalante Lozada
Presidente de ko SMBB

;
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e. V Simposio de Verano - IBT, UNAM

FCSlib: Una paqueteria de R para estudios de
' espectroscopia de fluctuacion de la

fluorescencia en células vivas

R. Pinto-Camara 1, A. Linares-Castafeda !, Haydee O. Hernandez 2 D. S.
Moreno-Gutiérrez 3, M. Renddn-Mancha 4, C.D. Wood ! & A. Guerrero 1.

! Laboratorio Nacional de Microscopia Avanzada, Instituto de Biotecnologia. Universidad Nacional Auténoma de México, 62210 Cuernavaca, Morelos, México.

2 Departamento de Ciencias de la Computacion, Instituto de Investigaciones en Matematicas Aplicadas y en Si Universidad Nacional Auté de México, 04510 Ciudad de México, México.
Departamento de Medicina Molecular y Bnopro:esos Instituto de Biotecnologia. Universidad Nacional Auto de México, 62210 Cuernavaca, Morelos, México.
4 Centro de igacion en Ciencias, Insti del igacion en Ciencias Basicas y Aplicadas, Universidad Autonoma del Estado de Morelos, 62210 Cuernavaca, Morelos, México.

|La espectroscopia de fluctuacion de la fluorescencia (EFC) es una serie de técnicas de analisis p—r
no invasivas que permiten el estudio de la dinamica molecular e interacciones proteicas
[ especificas in vivo. Desarrollamos FCSlib, un software gratuito y de cédigo abierto, capaz de
realizar analisis de datos de EFC en células vivas. Esta paqueteria para R incluye técnicas de
Espectroscopia de Correlacion de Fluorescencia, Namero y Brillo, Funcion de Correlacion por %
| Pares y Correlacion por Pares de Brillo Molecular. )
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fluorescente Venus en el citoplasma, asi
como su habilidad de atravesar el poro
de la membrana nuclear. (a) Células HEK-
293 expresando V2 (derecha), V6 (centro)
y una combinacién de ambas (izquierda).
Se realizaron escaneos de intensidad a lo
largo de una linea de 64 pixeles (con un
tamaiio de pixel 50 nm), en direccion del
citoplasma al ndcleo. Estos datos se
representan de manera espacio-temporal
en forma de una alfombra de
intensidades, tal y como se muestra en el

(nel (b).

La  Funcion de Autocorrelacion  brinda
informacion acerca de la movilidad y la
concentracion de las moléculas fluorescentes,
con precision espacio-temporal nanométrica. La
alfombra de autocorrelacion, en el panel (c),
corresponde a un conjunto de curvas de 7 (us) T
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distintas especies homo-oligoméricas de r—
una molécula o proteina coexistiendo en el
mismo microentorno. Se rastrea la
movilidad de cada especie a través de las
estructuras y compartimentos celulares a lo
largo del tiempo. El resultado es un mapa
de flujo molecular (g).
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m=3391< Fluorescence fluctuation spectroscopy (FFS) comprises a set of non-invasive techniques with high spatial
and temporal resolution, that allow to study molecular dynamics and interaction at the nanoscale. FCSlib is a readily available
R package that provides multiple functions for FFS analysis performance (see Scope and Applications). Also, several tools for
photobleaching correction, data detrending, visualization and data handling are included. Its performance has been tested and
is comparable to other currently available tools such as PyCorrFit (Python), PAM (Matlab) and SimFCS (Gratton, LFD).
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