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RESUMEN DEL PROYECTO

Palabras clave: Microscopia, electronica, wrapper, Scipion, script, streaming, procesar,

procesamiento, formato, particula, volumen, clases.

1. Introduccion

La microscopia electrénica, a diferencia de la microscopia Optica, permite mostrar
estructuras muy pequefias debido a que la longitud de onda que utilizan estos
microscopios es de 0.5 Angstroms. Existen dos tipos principales: TEM (Microscopia
electronica de transmision) y SEM (Microscopia electronica por escaneado).

Sin entrar en detalles técnicos, estos microscopios son herramientas imprescindibles en
el ambito de la investigacion puesto que permiten aumentar sensiblemente el tamafio de
las particulas, lo que facilita la obtencion de imagenes granulares con un elevado detalle.

Sin embargo, la mayoria de dichas imagenes pueden ser muy dificiles de interpretar a
simple vista por lo que conviene que sean “tratadas”, mediante algoritmos para conseguir
una mejor resolucién y para la creacién de modelos que permitan identificar las
particulas en detalle y con mayor facilidad [1]

Scipion es un programa desarrollado por el Centro Nacional de Biotecnologia (CNB)
cuyo objetivo es la incorporacion de paquetes que ejecuten los scripts de varios
programas para la mejora de imagenes tomadas por microscopios electronicos. Cada
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paquete ejecuta un script, refiriendose como script a un protocolo (importparticles,
cluster2D, refine3D, etc....).

2. Definicién del proyecto

El trabajo que se va a desarrollar consiste, basicamente, en la creacion y configuracion
de wrappers o cédigos que permiten la ejecucion de los scripts de un programa, para su
incorporacion en Scipion.

La funcidn principal de los wrappers, mediante la oportuna codificacién, consistira en
Ilamar a los protocolos de diferentes programas con el objetivo de conseguir el adecuado
tratamiento de las imagenes de las particulas que previamente habran sido importadas
mediante la utilizacion de cualquier microscopio electronico.

Estos protocolos podran ejecutar distintas funciones tales como la creacion de clusteres
en dos dimensiones, el desarrollo de modelos iniciales en tres dimensiones, definir
procesos de refinamiento en tres dimensiones, etc...

Como punto de partida, se procederd a probar el protocolo que se quiera incluir en
Scipion con objeto de comprobar que su funcionamiento es correcto y del todo
compatible con los objetivos perseguidos en la ejecucion del programa referido.

En una segunda fase, se procedera a la definicion de las instrucciones o programacion
del wrapper. Es aqui donde debe resaltarse la importancia de que el wrapper ejecute
Unicamente un script, aunque, dependiendo de la configuracién del programa de origen,
no siempre podra ser factible por lo que sera necesario llamar a mas de uno.

Finalmente, y una vez que se ha desarrollado la programacion, debera procederse a la
realizacion de pruebas en Scipion con el objetivo de comprobar que el funcionamiento
del wrapper es correcto y que las salidas creadas son de utilidad y de calidad suficiente
para incorporarlos a Scipion.

3. Scipion: Definicion y Estructura
Scipion es una plataforma que integra varios paquetes de software para el procesamiento

de imagenes digitales.

En laactualidad este programa incorpora mas de 20 paquetes y permite al usuario acceder
amas de 200 operaciones con el objeto de mejorar la calidad de la imagen en la busqueda
de informacion no identificable a simple vista.

-9-
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Scipion también permite el procesamiento en streaming, es decir, facilita procesar las
imagenes al mismo tiempo que se estan descargando en el microscopio. [2]

La figura que se muestra a continuacion, representa las fases de desarrollo y descarga
de datos de un proceso muy simple mediante la utilizacion de Scipion. En este caso, la
transmision no es en streaming, sino que el proceso comienza una vez que se han
obtenido las imégenes con caracter previo.

PROJECT

scipion - import micrographs
finished

xmipp3 - manual-picking {(step 1)
interactive

xmipp3 - extract particles
finished

xmipp3 - align with cl2d
finished

simple - Cluster2D
finished

lustracion 1 - Esquema de un proyecto en Scipion

Como se puede comprobar en la imagen, la primera caja indica el comienzo del

proyecto, mientras que el resto de cajas ejecutan un protocolo.
En este proyecto se observan las siguientes acciones a ejecutar:

¢ Import micrographs — Importa una imagen del microscopio.
%+ Manual picking — EI usuario elige ciertas particulas y activa el entrenamiento

para que se elijan el resto.
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% Extract particles — Separa las particulas elegidas y crea el fichero
correspondiente.
% Align — Alinea las particulas para obtener resultados mas correctos.

%+ Cluster2D — Agrupacion y alineacion 2D.

Para trabajar en Scipion, siempre sera necesario empezar trabajando sobre un set de
imagenes de particulas. Estas particulas se pueden introducir directamente o sacarlas
mediante protocolos aplicados a “micrographs” o “movies”. Una vez tenemos las
particulas podemos ejecutar los protocolos. Scipion sigue una estructura de formatos, es
decir, hay ciertos protocolos que trabajan sobre volimenes, otros sobre las propias
particulas y otros sobre sets de clases 2D. Lo normal es trabajar con los siguientes pasos

de formatos:

-11 -
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Particulas — > Clases2D — > VolUumenes

Protocol Run: ProtimportMicrographs .

’& Protocol: scipion - dmport micrographs Finished (FCite @Help
|
Fum name scipion - import microgra 4F Commnent. '
Run mode * Continue Restart 9 Host |localhost =
Use cueus? Yes Mo (2]
Hait for 9

Expert Level & yopmal O Advanced

Impcn"t.] Streaming] Blac:klist,]

Inport from |Files = 9
Files directory [ohejewtra/Faleon_2012_06_12-16 56_10_O.nrc Be @
Pattern 9
Acquizition info
Hawe data been phase-flipped? Yes @ Mo e
Uze the wizard button to import acquisition, 9
Microscope voltage (ki) 300.0 9
Spherical aberration {mm} .7 e
Amplitude Contrast 0.1 9
Magnif ication rate EO000 e
Sampling rate mode |Fr‘0m inase =l 9
Pixel zize ("sampling rate") (A /px) 1.0 9
X Clos= Save Execute

lHustracion 2 — Introduzca parametros de import_micrographs

4. Wrapper: Estructura

Como ya se ha mencionado anteriormente, un wrapper consiste en un codigo que ejecuta
un script. También adecUa las entradas y las salidas para que funcione correctamente ese
script.

Cada wrapper consta de los siguientes elementos:
-12 -
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X/
L X4

X/
L X4

Inicializacidn: Se inicia el protocolo con el nombre que se vaya a asignar y en el

modo en que aparecera en Scipion.

Definicion de parédmetros: Se construye una ventana con los diferentes
parametros que se consideren y que el usuario debera introducir manualmente.
Estos parametros pueden ser de diferentes tipos, tales como numéricos, archivos,
strings, etc.

Pasos o steps: Deberan definirse las funciones, que siguiendo un orden
predeterminado, se ejecutaran. En la interfaz grafica de Scipion aparecera el
nimero de pasos a seguir que se ird actualizando a medida que finalice su
ejecucion. Es importante sefialar que no se deberan identificar los codigos de las
funciones.

Funciones de los steps: Se trata del codigo que va a ser ejecutado. Como norma
general suele haber 3 funciones: La primera es la denominada convertlnputs que
se encarga de convertir los archivos de entrada, en caso de que los hubiera, a sus
correspondientes formatos. La segunda, o funcion del protocolo, que
basicamente llama al protocolo que se desea ejecutar como si se estuviese
haciendo por consola (cmd). Y, finalmente, la tercera funcién, convertOutputs,
que crea los ficheros de salida y obtiene los resultados que el usuario podra
observar en la aplicacion.

Otras: No son obligatorias y son funciones destinadas a la decoracion del
protocolo que ejecutan la validacion de parametros y afiaden informacién a los
usuarios.

Propias: Existe la posibilidad de crear funciones adicionales a las mencionadas
anteriormente con objeto de ejecutar cualesquiera otras acciones que se estimen
convenientes. A modo de ejemplo, en el caso de que un protocolo genere varios
ficheros que correspondan a numerosas iteraciones, podriamos definir una
funcion que permitiera elegir el fichero que nos interese.

[3]

5. Resultados

-13-
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En esta parte se adjuntaran imagenes con los resultados obtenidos tras la ejecucion de
los distintos protocolos.

» cleanUp2D: produce imagenes en dos dimensiones de un set de particulas
iniciales.

2@particles_cavgs_final....

File Image Advanced Help File Image Advanced Help
128x128 pixels; 32-bit; 64K 128x128 pixels; 32-bit; 64K

¥=104, y=33, value=-0.32 #=24, y=5, value=-0.03

lustracion 3 — cleanup2D resultados

» Center: coloca los volimenes de las particulas en la posicion central de la
imagen.
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!File Image Advanced Help File Image Advanced Help
| 128x128 pixels; 32-bit; 64K 128x128 pixels; 32-bit; 64K
S p MR T

64@shifted_vol_state1.m..

| File Image Advanced Help File Image Advanced Help
1 128x128 pixels; 32-bit; 64K '128x128 pixels; 32-bit; 64K

%=31, y=124, value=-0.05 | x=6, y=0, value=0.02

llustracion 4 — center resultados

» Mask: elimina el ruido de fondo a partir de un radio en pixeles introducido

por el usuario:
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64@refVolume_outvol.mr...

File Image Advanced Help File Image Advanced Help

128x128 pixels; 32-bit: 64K 128x128 pixels; 32-bit; 64K

#=11, y=4, value=0.42 =127, y=24, value=-0.00

LEUALED PIAEID, JETWIL, U

%=24, y=80, value=2.37 ¥=24, y=62, value=1.37

lustracion 5 — mask3D resultados

6. Conclusiones

Para cumplir con el objetivo pretendido en este proyecto, “programar e incorporar en
Scipion” se han ejecutado varios programas correspondientes a distintos protocolos del
paquete de SIMPLE. En particular, se han programado 5 protocolos denominados
cleanUp2D, Center, Mask, Refine3D y Masscen.

Una vez analizados los resultados obtenidos de la aplicacion de los mencionados

programas, solamente se considera que cleanUp2D y Center como programas validos

para su incorporacién a Scipion.

-16 -



UNIVERSIDAD PONTIFICIA COMILLAS

EscUELA TECNICA SUPERIOR DE INGENIERIA (ICAI
COMILLAS (IcAD

GRADO EN INGENIERIA EN TECNOLOGIAS DE TELECOMUNICACION

UNIVERSIDAD PONTIFICIA

7.

[1]

(2]

(3]

En el caso del programa Mask su incorporacion no se considera necesaria puesto que ya
existe un programa que realiza funciones similares dentro de Scipion. En cuanto a
refine3D, se considera que no es un programa adecuado para su incorporacion, debido
no solo al modo de ejecucion del protocolo sino también porque exige un elevado tiempo
de ejecucion. Finalmente, el programa Masscen no esta incluido en la version mas

reciente de SIMPLE por lo que su inclusién carece de sentido practico.
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1. Introduction

Unlike optical microscopy, electronics microscopy can show structures with a very small
size because this microscope uses a wavelength of 0.5 Angstroms. There are two main
types: TEM (Transmission Electronic Microscopy) and SEM (Scanning Electronic
Microscopy).

Without getting into technical details, these microscopes are essential tools in the
research field since they allow enlarging the size of little particles, which is easier to
obtain grainy images.

This does however; algorithms are needed to improve their resolution and to create
models which allow human eyes to observe them better and easier. [1]

Scipion is a program developed by the Nacional Biotechnology Centre (CNB). The
objective of this program is the incorporation of packages which execute scripts from
other programs to improve the quality and create models of images taken from electronic
microscopes. Each package executes one script, and one script refers to one different
protocol (import particles, cluster2D, refine3D, etc.....).
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2. Project Definition

This project will consist on creating wrappers. Wrappers are codes which execute the
scripts of a program. Wrappers will be included in Scipion.

The main function of these wrappers is to call different protocols for the treatment of
Images with several particles imported from microscopes. The protocols will be able to
simulate several functions such as the creation of two-dimension clusters, three-
dimension initial models, three-dimension, etc....

Before programming any code, several tests will be made to check if that protocol is
compatible with Scipion terms and requirements. The next step will be the programming
of the wrapper. In this step will important that the wrapper executes exclusively one
script. Sometimes this won’t be possible and will depend on the original program, where
the script is taken from. After programming, the last step will be testing the wrapper in
Scipion, checking the performance and the utility of the outputs.

3. Scipion: Definition and Structure

Scipion is a platform which includes several software packages for image processing.
Nowadays, the user can execute more than 20 software packages and over 200 operations
to improve the image ‘quality in locating information not easily identifiable at a glance.

Scipion, also, allows processing in stream, which consists on processing the images
while the microscope takes them. [2]

Next, the inside operation of Scipion will be explained. Below, an image of a simple
project in Scipion is shown. It is necessary to say that this project isn’t being followed
in stream.
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PROJECT

scipion - import micrographs
finished

xmipp3 - manual-picking {(step 1}
interactive

xmipp3 - extract particles
finished

xmipp3 - align with cl2d
finished

simple - Cluster2D
finished

Figure 2 — Scipion project scheme

Each box executes one protocol, which can be a wrapper or an inside protocol. The

project box is exempted as it marks the beginning or a project.
This process comprised the following actions:

» Import micrographs — Imports an image taken by the microscope.

% Manual picking — The user chooses some particles within an area and activates
the training to choose the rest of the particles.

% Extract particles — Create a file with the particles picked in step before.

% Align — Aligns particles to have better results.

% Cluster2D — 2D group and alignment.

A set of images which contain particles will be always necessary to start a project in
Scipion. These particles can be directly included or taken from “micrographs” or

“movies”. When the particles are ready, we can start playing with the protocols. Scipion
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follows a format-structure which means that there are some protocols that work on
volumes, others on set of classes 2D and others on the particles. Normally, you will have
formats ordered in a project as shown:

Particles — > 2D Classes —— > Volumes

Protocol Run: ProtimportMicrographs 2

’i Protocol: scipion - dmport micrographs finished [@Cite @Hele
|
RFun name scipion - import micrograp I Comment ’
Run mode * Continue Restart 9 Host \localhost |
Use queus? fex ® MNo 7]
HWait for 9

Expert Level & Norpal  Advanced

Inport ] Streaming ] Blacklist l

Inport from |F‘iles = 9

Files directory |opeievtra/Faloon_2012_06_12-15_56_10_0.mnrc Be @

Pattern 9

Acquizition info
Have data been phase-f1ipped?

fes ™ Mo
Uze the wizard button to import acquizition,
Microscope voltaze (ki) 00,0
Spherical aberration (mm» .7

Amplitude Contrast 0.1

Magnification rate 50000

Sampling rate mode |F1-Dm inaze =

OO ODODO0ODOOQ

Pixel size {("sampling ratz"? (& /px) 1.0

X Close | Save |

Figure 2 — Introduce parameters for import micrographs protocol

4. Wrapper: Structure

As it was mentioned before, a wrapper consists on a code that executes a script. Also, it
makes compatible inputs and outputs to make that script go correctly.

Each wrapper has the next structure:
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X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Initialization: the protocol will begin with the name and a label that the user

will see in Scipion.

Parameter Definition: A window is created and where the user will introduce

the parameters to use. They can be: numeric, strings, files, etc...

Steps: Function’s definition to be executed in order. Number of steps will appear
in the graphic interface of Scipion and will be updated when one step is
completed. Here only go the name of the functions, not the code.

Functions coded: Code to be executed. Normally there are three functions. The
first one is convertlnputs and converts the input files to the suitable format in
case of having it. Second one calls the protocol as if it was called by console
(cmd). Last one is convertOutputs and does the same as convertinputs but with

the outputs and shows the user the results.

Others: They aren’t mandatory and the are functions destined to decorate the

protocol, execute a validation process and add information of the programmer.

Last, there are other functions which generate utility to the programmer. One
example of this functions is a function that returns one file when more are

generated.

[3]

5. Results
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The results obtained in this project are obtained after the execution of the wrappers

programmed in Scipion. For each protocol the output images are going to be shown:

> CIeanUpZD: produces high-quality images from an initial set of particles.

File Image Advanced Help File Image Advanced Help
12 ixels; bit; 128x128 pixels; 32-bit; 64K

#=104, y=33, value=-0.32 ®=24, y=5, value=-0.03

Figure 3 — cleanUp2D results

» Center: relocates the particles so that they are in the center of the image.
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| File Image Advanced Help J File Image Advanced Help
'128x128 pixels; 32-bit; 64K -

| 128x128 pixels; 32-bit; 64K

64@shifted_vol_state1l.m...

| File Image Advanced Help File Image Advanced Help
| 128x128 pixels; 32-bit; 64K * 128x128 pixels; 32-bit; 64K

%=31, y=124, value=-0.05 ‘ %=6, y=0, value=0.02

Figure 4 — center results

> Mask: removes the noise of a volume file within an input ratio in pixels

introduced by the user.
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64@refVolume_outvol.mr...

File Image Advanced Help File Image Advanced Help

128x128 pixels; 32-bit; 64K 128x128 pixels; 32-bit; 64K

*=11, y=4, value=0.42

LEUALEY PIATID, JETWIL U

*=24, y=80, value=2.37 %=24, y=62, value=1.37

Figure 5 — mask3D results

6. Conclusions

To reach the intended objective within this project, "to program and incorporate in Scipion”,
several programs which correspond to different protocols of the SIMPLE package have been
carried out. Specially 5 programmes called cleanUp2D, Center, Mask, Refine3D and
Masscen have been run.

According to the main results, only cleanUp2D and Center are considered effective programs
to be incorporated in Scipion.

In particular, there is already a program that performs something similar to Mask and

refine3D takes too much time to be executed and its execution mode isn’t appropriate at all.
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Finally, there is no sense to include Masscen as it is a program of a more antique version of
SIMPLE.
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Capitulo 1. INTRODUCCION

1.1 MICROSCOPIA ELECTRONICA

A diferencia de un microscopio Optico, la potencia amplificadora de un microscopio
electronico no esta limitada por la longitud de onda de la luz visible. EI microscopio
electronico utiliza electrones para iluminar un objeto. Como estos electrones tienen una
longitud de onda mucho menor que la de la luz, son capaces de mostrar estructuras mucha
mas pequefias. Estamos comparando una longitud de onda de 0,5 &ngstroms en el
microscopio con una longitud de onda aproximada de 4000 angstroms de la luz visible,

siendo esta la longitud de onda maés corta.

Los microscopios constan de unos elementos basicos. Disponen de un cafion de electrones
que emite los electrones que interfieren con la muestra, generando la imagen. También
utilizan lentes magnéticas para crear campos que dirigen y enfocan el haz de electrones
aumentando la imagen Todo ello tiene lugar en el vacio, aspecto imprescindible para
conseguir que los electrones no sean desviados por las moléculas de aire. Por ultimo, todos
los microscopios electrénicos cuentan con un sistema que registra 0 muestra la imagen que
generan los electrones al chocar contra un sensor bidimensional que posteriormente es

presentada digitalmente por el sistema electrénico del microscopio.
Hay dos tipos basicos de microscopios:

» Microscopio electronico de transmision (MET o TEM): dirige el haz de electrones
hacia el objeto que se desea aumentar. Una parte de estos electrones rebotan o son
absorbidos por el objeto y otros lo atraviesan formando la imagen aumentada. Para
usar este tipo de microscopio se ha de preparar la muestra y poner una pantalla detras
para registrar la imagen. El aumento de estos microscopios puede llegar a ser de hasta

un millon de veces el tamario de las particulas.
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Figura 1. Microscopio T.E.M

» Microscopio electronico de barrido (MEB o SEM): crea una imagen ampliada de
la superficie de un objeto. A diferencia del TEM, la muestra no requiere de
preparativos (0 muy pocos). Este tipo de microscopio explora la superficie de las
muestras punto por punto utilizando un haz muy concentrado de electrones. Cada
punto leido de la muestra corresponde a un pixel de un monitor de television. Se va
mostrando la imagen en un monitor a la par que se produce el barrido y con una
ampliacién de hasta 200.000 veces o mas. Este tipo de microscopios son Utiles para
el andlisis de la topologia de las muestras y para crear imagenes tridimensionales

realistas.
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Scanning Electron Microscopy (SEM)

SEM: A focused electron beam
(2-10 keV) scans on the surface,
several types of signals are
produced and detected as a
function of position on the
surface. The space resolution
can be as high as | nm.
Different  type signal  gives
different imformation: a.
Secondary electrons: surface
structure, b, Backscattered
electrons: surface structure and
average elemental information.
b. X-ravs and Auger electrons:
elemental  composition  with
difTerent thickness-sensitivity.

Figura 2. Microscopio S.E.M

Existen otros dos tipos de estos microscopios: el microscopio electrénico de barrido y
transmision (STEM) combina el SEM y el TEM y puede mostrar los a&tomos individuales de
un objeto. También existe el microanalizador de sonda de electrones que sirve para analizar

los rayos-X de alta energia que produce el objeto al ser bombardeado con electrones.

[1]
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1.2 MICROSCOPIA CRYO-EM

Algunos materiales, particularmente las biomoléculas, no son compatibles con las altas
condiciones de vacio y no soportan los intensos rayos de electrones usados por los
microscopios de transmision electrénica. El agua que rodea las moléculas se evapora y los
electrones queman y destrozan las moléculas debido a su alta energia emitida. Cryo-EM
soluciona este problema debido a que utiliza muestras congeladas, haces de electrones méas

suaves y un procesamiento de imagenes mas sofisticado.

Comparando con la difraccion por rayos-X, estos necesitan estructuras cristalizadas v,
muchas veces, el proceso de cristalizacion altera la estructura, lo que no hace representativa
la forma de la molécula. cryo-EM no necesita de estructuras cristalizadas y permite a los
cientificos ver como se mueven las biomoléculas y como interaccionan a medida que

realizan sus funciones. [2]
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Ventajas Desventajas Objetos Resoluci
on
Cristalografia Resolucion alta Dificil cristalizacion Muestras cristalinas
rayos-X Alto rango de pesos Dificil difraccion Proteinas, membranas, Alta
moleculares ribosomas, DNA/RNA 'y
complejos proteicos
Féacil creacién de modelos Estructura sélida
Estructura cristalina
NMR Resolucion alta Pureza en muestra Muestras solubles en agua
Estructuras 3D Preparacion muestra MWs de menos de 40-50 kDa Alta
Estudio dindmico Simulacién
computacional compleja
Cryo-EM Facil preparacion de Baja resolucion >150 kDa
muestras
Estructuras semi perfectas Altas masas moleculares | Virus, membranas proteicas, | Baja (<3.5
proteinas largas, ribosomas, | &ngstroms)

compuestos complejos

Muestras pequefias

Dependiente de técnicas
EM

Coste de equipamiento

Tabla 1. Comparacion NMR, rayos-X y Cryo-EM

En resumen, las técnicas de cryo-EM generan resultados mas exactos que el resto de las

técnicas cuando se trata del analisis de estructuras biomoleculares. Estas técnicas fueron

creadas entre los afios 2013 y 2014. Debido a que la resolucion no es muy alta, se crearon

varios algoritmos de biocomputacion que permitieron generar modelos en dos y tres

dimensiones para observar las estructuras de una forma mas clara.
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Resolution
before 2013

Resolution
at present

Lt e CMpitie bighom The Roysl Seadrih 2 adteny of Scemces

Figura 3. Resolucion antes de 2013 vs Resolucion cryo-EM

1.3 SCIPION

» Descripcion: Scipion es un “framework™ de procesamiento de imagenes para la
obtencion de modelos 3D de complejos macromoleculares usando microscopia
electrénica (3DEM). Integra varios paquetes de software y presenta una estructura
unificada tanto para bidlogos como para desarrolladores. Scipion permite la
ejecucion de flujos de trabajo combinando distintas herramientas de software,
realizando, al mismo tiempo, el cuidado de formatos y de las conversiones. Todos
los pasos seguidos son registrados y el usuario sera capaz de reproducirlos cuando
desee.

[3]

» Proyecto: Scipion se basa en la ejecucion de programas en un mismo proyecto. A
continuacion, se muestra un ejemplo de un proyecto en el que se siguen los siguientes
pasos:
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1. Import micrographs — Importa imagen del microscopio.

2. Manual picking — El usuario elige ciertas particulas y activa el entrenamiento
para que se elijan el resto.

3. Extract particles — Saca las particulas obtenidas y crea un fichero.

4. Align — Alinea las particulas para obtener resultados méas correctos.

5. Cluster2D — Agrupacion y alineacion 2D.

PROJECT

zcipion - import micrographs
finished

wnipp3d - manual-picking (step 12
interact ive

xmipp3 - extract particles
finished

xmipp3 - align with clZd
finished

zimple - ClusterZD
finished

Figura 4. Ejemplo de proyecto simple en Scipion

Paquetes contenidos: Actualmente, incorpora mas de 20 paquetes y mas de 200
operaciones a las que el usuario puede acceder. También permite el procesamiento en
streaming, es decir, puedes procesar las imagenes una vez se empiezan a obtener en el
miscroscopio electrénico. [4]
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1.4 SIMPLE

SIMPLE es uno de estos paquetes que interesa incorporar en Scipion. Sus siglas significan
Single-particle 1Mage Processing Linux Engine y es un programa destinado al
procesamiento de imagenes cryo-EM. Cubre todos los aspectos del analisis individual de
particulas y tiene como objetivo principal el crear reconstrucciones en tres dimensiones de
particulas con cualquier tipo de simetria (c1-cn, d1-dn, etc.). También, afiade herramientas
para la reconstruccion de resoluciones atomicas 3D provenientes de series temporales de
nanoparticulas disueltas en células de grafeno liquido TEM. El back-end consiste en una

libreria numérica orientada a objetos escrita en Fortran moderno.

La version actual de SIMPLE es la 3.0 y esta es de donde se van a sacar los protocolos a
incorporar en Scipion. Esta version mejora el manejo de metadatos y parametros de entrada
mediante una estructura de proyecto. Este modelo hace el uso mas facil, mejora la

organizacion de los datos de salida y aumenta el rendimiento. [5]

Como ya se ha mencionado, se va a trabajar en la version 3.0 y su version actual no esta
disponible en la pagina web de SIMPLE vy es probable que no se encuentre alguno de los

programas en el manual que la propia pagina suministra.

The SIMPLE 3.0 Command-line Manual

Jan 11, 2019
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Figura 5. SIMPLE logo

1.5 MOTIVACION

En primer lugar, el tener un programa que simule los mismos pasos mediante distintos
algoritmos permite tener varios resultados y elegir el que mas se ajuste a nuestra percepcion.
En segundo lugar, la estructura de Scipion permite una ejecucion de los pasos de una forma
facil y comoda para el usuario. En tercer lugar, la mayoria de los microscopios permiten
observar las muestras desde una vista y con estos algoritmos se puede ver el completo. En
cuarto lugar, es util tener procesos “secundarios” que realicen funciones como centrar las
particulas, eliminar el ruido, calcular angulos, etc.... Por ultimo, en el ambito personal, me
esta viniendo muy bien para practicar la programacion en Python y a trabajar en paralelo con

distintas personas que trabajan en algoritmos distintos al mio.
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Capitulo 2. DESCRIPCION DE LAS TECNOLOGIAS

En este capitulo vamos a describir aquellas herramientas que se han usado a lo largo del
proyecto. Se incluiran tanto los protocolos programados como los que son necesarios
ejecutar en los wrappers para que funcionen correctamente. En el caso de que el protocolo
no haya sido programado en este trabajo se dira en la descripcion. En este capitulo no incluyo
los programas Scipion y Simple puesto que ya se han explicado en capitulos anteriores.

Tampoco describiré la programacidn en Python ni el sistema operativo LINUX.

» Jetbrains-pycharm: Se trata de una herramienta muy Util para programadores en
proyectos avanzados. No solo ofrece un entorno para programar en Python, sino que
también actia como herramienta enlazadora de carpetas o proyectos. Ofrece un
servicio de busqueda de clases, ficheros, simbolos y acciones que agiliza el proceso
de uso de paquetes, lo que es efectivo cuando se trabaja en proyectos avanzados en

los que hay que reutilizar codigo situado en distintos directorios del equipo.

Include non-pr

Figura 6. Ejemplo de blsqueda efectiva en Pycharm
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>

La figura 6 muestra un pequefio ejemplo de como hacer una “busqueda inteligente”
en Pycharm. Consiste, b&sicamente, en buscar lo que se quiere en la barra de

busqueda.

Protocolos SIMPLE:
Refine3D: Es un protocolo que consiste en un flujo de trabajo distribuido para el
refinamiento 3D de particulas basado en la coincidencia de la proyeccion
probabilistica. Hay que comentar que este protocolo se ha programado, pero no se
tiene pensado incorporar a Scipion.
Import_particles: Se importa un stack de particulas a las que se le asigna una serie
de parametros elegidos por el usuario (o por defecto) como el muestreo, aberracion
esférica, etc.....
Cluster2D: Clustering y alineacion en dos dimensiones de las particulas
importadas. Este programa es llamado por refine3D (no se ha programado en este
proyecto).
Initial_3D_model: Crea un modelo inicial en tres dimensiones a partir de un “set
de averages”. Llamado también por refine3D y no programado en este proyecto.
cleanUp2D: Implementa una referencia en dos dimensiones. Como cluster2D,
realiza el clustering y la alineacion de las particulas importadas. Este programa es
una alternativa a cluster2D y ofrece unos resultados mas precisos y mas realistas en
menos tiempo de ejecucion.
print_project_field: Usado por cleanUp2D y cluster2D para imprimir los ctf o
funcidn de transferencia de contrastes. Estos parametros son necesarios para poder
crear la salida de los clusters en dos dimensiones.
center: Ofrece la posibilidad de centrar tanto volumenes de particulas como las

particulas iniciales. Hemos elegido destinarlo nicamente a volimenes.
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e Mask: Crea una mascara a partir del radio seleccionado por el usuario, es decir,
elimina el ruido y limpia las imagenes. No interesa incorporarlo a Scipion porque
no aplica la mascara de manera automatica.

e Masscen: Centra imégenes a partir de su masa en kDa. Este programa sé se ha
programado, pero es de una version antigua por lo que no se incorporaré a Scipion.

» Ademas de Scipion y Simple se han usado también protocolos de Xmipp3. Una de
estas funciones se llama xmipp_image_convert y se ha usado en los wrappers para
convertir el formato de los archivos de entrada. Las otras son secundarias y se han

ejecutado principalmente para realizar pruebas fuera de Scipion.
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Capitulo 3. ESTADO DE LA CUESTION

En los ultimos afios, la microscopia electronica 3D ha supuesto una revolucién por su
metodologia y su instrumentacion. Uno de los factores principales en el cambio que ha
supuesto es el desarrollo continuo de software de imagenes. Uno de estos softwares es
Scipion. Este software incorpora herramientas permitiendo la interoperabilidad entre los
diferentes programas pudiendo hacerse uso de distintos protocolos simultaneamente.

Actualmente, incorpora mas de 20 paquetes y mas de 200 operaciones a las que el usuario
puede acceder. La siguiente tabla muestra los paquetes que estan disponibles en Scipion

actualmente con la fecha de sus versiones incorporadas.
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2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018

Bsoft X X
cryolF X
CIFHND X X X X
BN x
Gautamatch x
Frealign x

oCIF X

gEMpicker x

IMAGIC-4D x

Localred x

Magdistortion x

Motioncorr/dosefgpu|  *

Mationcor2 x x

NYSBC3DFC x

Relion X x

ResMap x

SMALE x

FOR x

Xmipp X

Uhblur &sunmovie X

Tabla 2. Paquetes incorporados a Scipion

46



UNIVERSIDAD PONTIFICIA COMILLAS
ESCUELA TECNICA SUPERIOR DE INGENIERIA (ICAI)
COMILLA'S GRrADOEN INGENIERIA EN TECNOLOGIAS DE TELECOMUNICACION

UNIVERSIDAD PONTIFICIA

L_ical_ IRNICABERN EstaDO de la Cuestion

Aunque Scipion es un programa cuyo desarrollo estd muy avanzado en lo que respecta a la
cantidad de paquetes incorporados, se estan desarrollan do nuevos programas que salen al
mercado y cuyo uso Y distribucion son gratuitos. Estos programas o bien, ofrecen nuevas

funciones o bien las mismas pero mejorando la calidad de los resultados que se obtienen.

Esta es la razdn de que resulte interesante para este proyecto el estudio de dichos programas.
Por otra parte, Scipion no tiene incorporados todos los protocolos de todos los paquetes, por
lo que se considera necesario reflexionar si resultaria interesante y efectivo estudiar estos

paquetes y sus documentaciones para un mejor desarrollo y ejecucién Scipion.
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Capitulo 4. DEFINICION DEL TRABAJO

4.1 JUSTIFICACION

4.1.1 “; TODO EN UNO?”

Como se ha visto en apartados anteriores, el objetivo de Scipion es que permita disponer de
la mayor cantidad de protocolos dtiles en un mismo proyecto para su libre uso por los

usuarios.

La mayoria de los programas distribuidos hasta la fecha tienen un punto de partida y un
punto de final y son bastante lineales y homogéneos en la ejecucion de los protocolos. Para

su mejor comprension, expongo el ejemplo de SIMPLE:

SIMPLE es un programa que tiene alguna que otra operacion secundaria pero su objetivo
principal es el de crear modelos en tres dimensiones que deberan ejecutarse en diferentes
pasos. No permite al usuario “jugar” entre estos pasos y el resultado final es el mismo (si se

usan las mismas iméagenes).

Scipion, por el contrario, permite la operacion de pasos intermedios y no tiene un objetivo

principal, predefinido, sino que es el usuario el que define el objetivo a alcanzar.

En esto consiste mi proyecto: Programar algunos protocolos para incorporarlos a Scipion y

ayudar y facilitar al usuario a que alcance su objetivo de una forma mas réapida y eficiente.

4.1.2 ; COMO PUEDE AYUDAR A LOS BIOLOGOS?

La biologia es un area importante en nuestras vidas. Se dedica a estudiar las estructuras de
los seres vivos y de sus procesos vitales. Un area de la biologia es la microscopia y esta se

dedica a la observacion de las células mediante microscopios. Los estudios de esta area
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pueden contribuir a la mejora de aspectos importantes de nuestra vida como son la salud o

la alimentacion.

Todos los microscopios no son suficientemente eficaces, por lo que es muy necesario e
importantisimo, disponer de herramientas que mejoren la calidad y resolucion de las

imagenes que se puedan obtener para su procesamiento.

Ademas, dichos instrumentos de trabajo deberan permitir la creacién de modelos en dos y
tres dimensiones para facilitar la tarea de los bidlogos en el estudio y deseo de conocer en

profundidad las estructuras celulares.

Por tanto, los programas que se intentan desarrollar en este proyecto pretenden ser una
respuesta al servicio de ese objetivo vital y que participen en la consecucion de resultados
que puedan aplicarse a la mejora de la calidad y bienestar de las personas.

4.1.3 FACTOR ECONOMICO

El analisis coste- beneficio es importante para el desarrollo de cualquier proyecto. Es
importante que exista un equilibrio que permita poner en valor nuestra inversion desde el

punto de vista de un inversor.

A este respecto, es interesante mencionar que Scipion es una herramienta que no esta

limitada en uso, es decir, esta accesible a todo aquel que quiera utilizarla.

Ademas, se trata de un programa totalmente gratuito y posiblemente ofrece los mismos
servicios, 0 puede ser que alguno mas, que cualquier herramienta por la que hay que pagar

un canon o darse de alta como suscriptor.

Finalmente, destacar que se trata de mejorar la “calidad-precio cero” de Scipion, lo que podra
conseguirse facilmente puesto que ya incluye alguna parte de los programas creados en el

desarrollo de este proyecto.
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4.1.4 OPEN SOURCE

Hablamos de un proyecto “open source”, es decir, cualquier usuario puede desarrollar

codigos propios e incorporarlos para su uso en el programa de manera gratuita.

La gran ventaja que se presenta por tanto, es que se ofrece una operabilidad superior y mas

eficiente a la que puedan presentar otras herramientas similares.

Se trata de una herramienta dindmica puesto que permitira al usuario desarrollar y utilizar
protocolos disefiados “ad hoc”, que no estén disponibles inicialmente, atendiendo a los fines

que persigue en su &mbito de actividad.

Se establece asi, una relacion directa con el desarrollador del programa puesto que el usuario
podra ponerse en contacto con el CNB, mediante correo electronico, para sugerirle los

nuevos codigos que estime Utiles y convenientes.

4.2 OBJETIVOS

El objetivo principal de este Trabajo de Fin de Grado es desarrollar e implantar distintos
algoritmos utilizados en microscopia electronica en forma de wrappers en Scipion,

programa desarrollado por el CNB.

Para ello, serd necesario realizar previamente una serie de tareas, entre las que se incluyen
la realizacion de pruebas tanto el modo de ejecucion como en los resultados obtenidos de los

distintos protocolos.

Lo que resulta de interés, es destacar la necesidad de que absolutamente todos los protocolos
posibles estén incorporados en Scipion puesto que se trata de una herramienta eficaz, rapida

y de facil manejo.

La programacion del wrapper se desarrollara una vez que se haya elegido y entendido el

programa que se haya previamente designado.
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Conviene puntualizar, para su consideracion, que la programacion del wrapper, sus
resultados o su modo de ejecucion, pudieran no ser del todo compatibles con las politicas de

Scipion, muy estrictas en términos de calidad.

4.3 METODOLOGIA

En primer lugar, para poder trabajar con Scipion y los distintos entornos que ofreceran los
algoritmos para la programacion de los wrappers, se hard uso de una maquina virtual de

Oracle instalando el sistema operativo Linux en su version “Ubuntu 18.04.1 LTS”.

En segundo lugar, se instalaran Scipion y los distintos programas de los que habra que

obtener los diferentes algoritmos.

En la elaboracion de este proyecto he utilizado, por considerarlos los mas adecuados, los
programas SIMPLE, goCTF y Sphire.

A continuacion, en la lista siguiente, detallo el link correspondiente con la ubicacién de las
instrucciones que especifican el modo de descarga e instalacion de todos los programas

mencionados.

Tengo que explicar, no obstante, que no incluyo la referencia de Sphire y goCTF, puesto
que no ha sido posible el desarrollo de ningln wrapper en sus protocolos.

- Scipion: https://Scipion-em.qgithub.io/docs/release-2.0.0/docs/Scipion-modes/how-

to-install.html

- SIMPLE: https://simplecryoem.com/ - v.2.5: Se ha uitlizado la versién 3.0, que no

estd disponible en la web.

Scipion tiene Plugins instalados para los distintos entornos hacia los que se hacen los

wrappers (xmipp3, simple, xmipp, etc...).
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Sin embargo, dichos elementos y configuracion no son suficientes para habilitar al usuario
a la inclusion de sus programas dentro de la aplicacion de Scipion, por lo que sera necesario

desarrollar una serie de etapas 0 pasos.
Estos pasos, que aplicados al ejemplo SIMPLE, se describen a continuacion:

1) Crear una carpeta con el programa y sus archivos en el directorio que se desee.

ol B Jd 3 W -

scipion-em- ScipionUse SIMPLE - SPHIRE SfC Templates tomo
sphire rData k

anto. '« Yantonio-VirtualBox: ~

File Edit View Search Terminal Help

antonio@antonio-VirtualBox:~S mkdir SIMPLE'

Figura 7. Creacion de carpeta con el programa

¥ Home SIMPLE SIMPLE3.0-masker

-

SIMPLE3.0-
D maskter

Figura 8. Carpeta con el programa

2) Afadir el path al sistema.

ny . nanegunti . edu

cal

A\TH=/home fantonlo/SINPLE/SINPLE3.0-master /bulld
PLE_PATM) Jscripts:S{SIMPLE_PATH}/bin:S{PATH)

x:~$ gedit .bashrc
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Figura 9. Variable de entorno de SIMPLE

3) Crear la carpeta que vera Scipion. En este caso se va a llamar Scipion-em-
simple/SIMPLES3.0/simple/protocols.

Figura 10. Carpeta link scipion-simple

En esta carpeta es donde el usuario incluira sus protocolos como paquetes. Como se
estd trabajando en Python, se crea un archivo llamado __init__.py donde se
escribiran los nombres de los protocolos que se programan. El cddigo ird en esta

misma carpeta.

protocel_cleanup2D.py

Figura 11. Definicion protocolo

4) Realizar el link entre Scipion y SIMPLE. Para ello localizamos donde tenemos
descargado el programa de Scipion y buscamos la capeta Scipion/config/. Abrimos
el fichero Scipion.conf y afladimos el PATH a SIMPLE. Este PATH sera el mismo

que se ha afiadido en el paso 2.
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export SIMPLE _PATH-=.../build

5) Localizar la carpeta software/lib/python-2.7/site-packages/ y creamos el link
ejecutando el siguiente comando:

In -s <direccion alink> <directorio actual>

Desktop

Documents
Downloads

MuIC

o

Figura 12. Link a protocolos de simple

6) Comprobar que se observan los protocolos en Scipion.

vama el

f® SCIPION e e s

nssotry teve Gotarry Wi Odmd Lot

Figura 13. Comprobacién link correcta
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Ya se puede comprobar la funcionalidad de nuestros programas dentro de Scipion.
Ahora serd necesario tener programas propios, por lo que se eligen los plugins
(simple, sphire, etc...) y los protocolos de interés de estos y se procede a programar

los wrappers.

4.4 PLANIFICACION

En este apartado se detallan las diferentes etapas en las que se ha desarrollado el

trabajo y su distribucion en el tiempo.

Figura 14. Representacion temporal del trabajo de fin de grado

La figura 14 representa un diagrama de Gantt en el que se muestra una planificacién

aproximada de la duracion de las tareas ejecutadas a lo largo del afio.
El proyecto se ha ejecutado en las diferentes etapas que se relacionan a continuacion:

La primera parte del proyecto se ha centrado en el estudio de las diferentes tecnologias. A
esta tarea se ha dedicado practicamente algo mas de tres meses puesto que se trata de una
materia compleja que requeria de un conocimiento exhaustivo. En particular, Python, una de
las tecnologias empleadas mas importantes puesto que es el lenguaje que se utiliza para
programar los wrappers. También se ha profundizado en el estudio de Scipion un programa
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que se ha granulado para conocer en detalle el funcionamiento de sus protocolos, y para
comprender como se generan las entradas y las salidas y en qué modo trabaja con los

formatos.

Asimismo, se han estudiado otras tecnologias tales como Pycharm y SIMPLE. SIMPLE
tiene un funcionamiento similar a Scipion aunque con determinadas especificidades que le
son propias. A diferencia de este, Simple se ejecuta desde el terminal (cmd), por lo que no

ha sido necesario dedicarle tanto tiempo.

En la celda de SIMPLE se ha afadido una etiqueta de “otros” para referirse al otros
programas tales como SPHIRE o goCTF que también han sido objeto de estudio aunque
algunos de estos no se han llegado a usar durante el proyecto.

La segunda parte del proyecto se ha centrado en la creacion de los denominados wrappers y
que se ha desarrollado en un plazo aproximado de 6 meses. Se trata de la ejecucion de
diferentes ciclos cada uno mediante tres pasos: pruebas en origen, programacion de los

wrappers y pruebas en Scipion.

En lafigura 14 se ha dibujado el tiempo total invertido en cada uno de los pasos considerando
todos los wrappers conjuntamente, en vez de considerar el tiempo consumido de forma
individualizad apuesto que muchos de los wrappers se han ido ejecutando de forma

simultanea y su duracion ha sido diferente para cada uno de ellos.
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Capitulo 5. SISTEMA: WRAPPERS

5.1 DEFINICION

El trabajo que se va a desarrollar consiste, basicamente, en la creacion y configuracion de
wrappers o codigos que permiten la ejecucidn de los scripts de un programa, adecuando las

entradas y salidas, para su incorporacién en Scipion.

La funcion principal de los wrappers, mediante la oportuna codificacion, consistird en llamar
a los protocolos de diferentes programas con el objetivo de conseguir el adecuado
tratamiento de las imagenes de las particulas que previamente habran sido importadas

mediante la utilizacion de cualquier microscopio electronico.

Estos protocolos podran ejecutar distintas funciones tales como la creacién de clusteres en
dos dimensiones, el desarrollo de modelos iniciales en tres dimensiones, definir procesos de

refinamiento en tres dimensiones, etc...

5.2 ESTRUCTURA

Cada wrapper consta de los siguientes elementos:

¢ Inicializacion: Se inicia el protocolo con el nombre que se vaya a asignar y en el

modo en que aparecera en Scipion.

% Definicion de parametros: Se construye una ventana con los diferentes
parametros que se consideren y que el usuario debera introducir manualmente.
Estos parametros pueden ser de diferentes tipos, tales como numéricos, archivos,
strings, etc.

s Pasos o steps: Deberan definirse las funciones, que siguiendo un orden
predeterminado, se ejecutaran. En la interfaz grafica de Scipion aparecera el
numero de pasos a seguir que se ira actualizando a medida que finalice su
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ejecucion. Es importante sefialar que no se deberan identificar los codigos de las
funciones.

%+ Funciones de los steps: Se trata del codigo que va a ser ejecutado. Como norma
general suele haber 3 funciones: La primera es la denominada convertinputs que
se encarga de convertir los archivos de entrada, en caso de que los hubiera, a sus
correspondientes formatos. La segunda, o funcion del protocolo, que
basicamente llama al protocolo que se desea ejecutar como si se estuviese
haciendo por consola (cmd). Y, finalmente, la tercera funcién, convertOutputs,
que crea los ficheros de salida y obtiene los resultados que el usuario podra
observar en la aplicacion.

% Otras: No son obligatorias y son funciones destinadas a la decoracion del
protocolo que ejecutan la validacién de pardmetros y afiaden informacion a los
usuarios.

¢ Propias: Existe la posibilidad de crear funciones adicionales a las mencionadas
anteriormente con objeto de ejecutar cualesquiera otras acciones que se estimen
convenientes. A modo de ejemplo, en el caso de que un protocolo genere varios
ficheros que correspondan a numerosas iteraciones, podriamos definir una
funcién que permitiera elegir el fichero que nos interese.

5.3 IMPLEMENTACION

Los wrappers se implementaran al programa de Scipion instalado por el propio usuario
mediante los pasos mencionados en el apartado 4.3 de “metodologia”.

Una vez que los wrappers hayan sido probados y que se haya verificado la calidad de los
resultados producidos por los mismos, éstos se subiran al repositorio de github de Scipion

donde se encuentran todos los paquetes accesibles al usuario: https://github.com/I12PC/.

58


https://github.com/I2PC/

UNIVERSIDAD PONTIFICIA COMILLAS
ESCUELA TECNICA SUPERIOR DE INGENIERIA (ICAI)
COMILLA'S GRrADOEN INGENIERIA EN TECNOLOGIAS DE TELECOMUNICACION

UNIVERSIDAD PONTIFICIA

ANALISIS de Resultados

Capitulo 6. ANALISIS DE RESULTADOS

En este capitulo se explica la realizacion y desarrollo de los wrappers en la ejecucion del

proyecto.

La explicacion de cada wrapper se dividira en dos partes: En la primera, se describira

brevemente la funcionalidad del programa y se mostraran las partes el cédigo. En cada

cddigo se incluye un pequefio texto de derechos de autor que no se mostrara en este capitulo.

En la segunda se mostraran los resultados dentro de Scipion y se hara un analisis parcial de

los mismos.

Debe resaltarse que el anéalisis se enfocard en un estudio comparativo de los aspectos

relacionados con el procesamiento de imégenes sin entrar a valorar aspectos concretos

relacionados con la biologia.

> init__

from
from
from
from
from
from
from
from
from
from
from

protocol prime import ProtPrime
protocol unblur import ProtUnblur
protocol Cluster2D import ProtCluster2D
protocol init3D import ProtInit3D
protocol symmetry import ProtSym
protocol refine3D import ProtRefi3D
protocol masscen import ProtMasScen
protocol mask import ProtMaskSimple
protocol goctf import ProtGoCTF
protocol cleanup2D import ProtCleanup2D
protocol center import ProtCenterSimple

Figura 15. Cédigo __init__

La figura 15 representa el codigo del archivo__init__. En este archivo se escriben los

programas que estaran dentro de nuestro mddulo de simple.

Este programa Unicamente permite que se vean todos los protocolos dentro de la

misma carpeta en Scipion y no produce resultados.
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» cleanUp2D

ProtCleanup2D(Protc

Figura 16. cleanUp2D: definicién y paquetes

La primera parte del codigo cleanup2D es la mostrada en la figura 16. Aqui, se
definen los paquetes, ya sean de Python o de Scipion, que se van a utilizar. Ademas,

se aflade una pequefia descripcion del programa como comentario.

Figura 17. cleanUp2D: ventana de parametros

En esta parte, representada por la figura 17, se pedira al usuario que introduzca los
parametros necesarios para la ejecucion del protocolo. Los parametros obligatorios

son:
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e inputParticles: fichero con las particulas (seleccionado de pasos anteriores).

e Clusters: ElI nmero de clusters que quiere que el programa cree.

Adicionalmente se afiade un menu “LEVEL ADVANCED” con los pardmetros que

no son necesarios (mask, maxits, Ip, hp y updatefrac).

e Mask: radio de la méscara de las particulas en pixeles.

e Maxits: si el usuario no consta de un ordenador con suficiente potencia,
puede usar esta opcidn para reducir el tiempo de ejecucion del programa
disminuyendo el numero de iteraciones.

e Lp/hp: Valores en Angstroms del filtrado paso-bajo/alto.

e Update_frac: porcentaje de particulas actualizadas por iteracion.

A continuacion, se definen las funciones a ejecutar: convertlnput, cleanupStep y

createOutputStep.

Figura 19. cleanUp2D: convertinput

La funcién “convertInputStep” convierte el archivo de las particulas de entrada al

formato “.mrc” para evitar errores de formatos.
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Figura 21. cleanUp2D: cleanUpStep parte 2

Las figuras 20 y 21 corresponden al cédigo de la funcion cleanUpStep. En la parte 1,
se crean parametros correspondientes a la frecuencia de muestreo, voltaje, aberracion
esférica y contraste de amplitud de las particulas (guardados en Scipion por otros
protocolos). Aqui también se define el script a ejecutar y, en el caso de que el menu
LEVEL_ADVANCED que se ha mencionado antes haya sido rellenado, se afiaden
sus parametros a la ejecucion del script. Finalmente, se ejecutan los scripts
new_project, import_particles, cleanUp2D y print_project_field mediante el Plugin
de simple y el comando “runjob”. CleanUp2D genera varios archivos ‘“.mrc”

correspondientes a distintas iteraciones del protocolo, por lo que se crea una funcion
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para coger la ultima iteracion denominada getPath(). En la figura 21 se llama a esta
funcion y se mueve el archivo devuelto por esta y el archivo generado por

print_project_field a otro directorio. De aqui se cogera lo necesario para generar las

salidas.

Figura 22. cleanUp2D: funcion getPath
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Figura 23. cleanUp2D: createOutputStep

En la figura 23 se muestra el codigo para crear las salidas en Scipion. La funcion
principal es createOutputStep y se apoya en las otras dos mostradas. Primero, se abre
el archivo “particles_oritab.txt” creado por print_project_field que maneja datos para
crear los stacks de clases. A continuacion, las coordenadas x e y, el angulo, la
correlacion y el id de clase y las guardamos. Por ultimo, se utiliza el archivo creado
por cleanUp2D vy se le adjunta los parametros seleccionados para que Scipion cree la

salida.
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[_ica_icane [ eiks
RESULTADOS
Partimos de un stack inicial de particulas de una proteina denominada trpvl

importado a Scipion.

009
Advanced  Help

File  Image
128x128 pixels; 32-bit; 64K

File Display Tools Help

Q| 100 & 3 Cols | Rows

Block [Particies | < _» o
J x

slice 1 slice 2

slice 12

Figura 24. cleanUp2D-resultados: stack inicial

Ahora, ejecutamos el protocolo cleanUp2D con los parametros que aparecen en la

figura 25.
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Protocol Run: ProtCleanup2D .

% Protocol: simple - CleanlpiD Crits @Hele

R

Fun name simple - Cleanle2D r 4 Comment &

Fun mode #* Comtirue O Restart @ Host [localhost -l

Parallel Threads |4 (7] Use queus?  Yes ™ Mo e

Wait for | 9

Expert Level ~ yorpal & Advanced

Input ]

Input Particles zscipion - import particles,outputPa Q-

MHumber of clusters 5
Mazk radius |647

Tterations |07
Low pazs filter (Angstrons) |07

i,

| &
b

X Closze | Save

Figura 25. cleanUp2D-resultados: parametros introducidos por usuario

Como estamos en LEVEL_ADVANCED, los parametros que se queden con un valor
de 0 se introduciran con sus valores por defecto y el resto se afiadiran a la ejecucion

del script.

Le damos a “Execute” y obtenemos las clases mostradas en la figura 26.
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File Display Tools Help

Q100 §]

Block IclasseszD | v l
2

1

2@particles_cavgs_final....

size=175, id=3 File Image Advanced Help [
128x128 pixels; 32-bit; 64K |

size=591, id=4 size=465, id=1 size=237, id=2

#=8, y=44, value=0.00 I

Figura 26. cleanUp2D-resultados: resultado 5 clusters

A continuacion probamos a efectuar los mismos pasos con 10 clusters en vez de 5:
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File Display Tools Help

= 2@particles_cavgs_Final....

Q[ 00 g | Rows i@ | #|[.o][§=
File Image Advanced Help |
128x128 pixels; 32-bit; 64K

Block |CIassesZD I v I

1 2 3 4 5
1
size=369, id=6 size=266, id=7 size=181, id=8 size=144, id=1 size=136, id=10
2

#=85, y=6, value=-0.02

size=130, id=9 size=128, id=4 size=105, id=5 size=100, id=2 size=60, id=3

Figura 27. cleanUp2D-resultados: resultado 10 clusters

Se puede observar cdmo se crean tantas clases en dos dimensiones (imagenes de las
particulas) como el nimero de clusters que introduce el usuario. También se puede

apreciar un cambio significativo en la calidad de las iméagenes.

Activators of TRPV1

Figura 28. Membrana TRPV1
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La figura 28 demuestra que, efectivamente, los resultados obtenidos son correctos y

que el protocolo produce imagenes de calidad.

» Center

Este programa centra los volimenes obtenidos por otros protocolos. Vamos a

comenzar analizando el cddigo:

form.addParall

Figura 29. Center: Descripcion y parametros usuario

La parte del cédigo mostrada en la figura 29 corresponde con la descripcion del
protocolo y con los parametros que ha de introducir el usuario. En este caso, no hay

menu LEVEL_ADVANCED y ambos parametros son obligatorios. Estos son:

e inputVolume: Archivo que contiene el volumen sacado por otro protocolo.
e Sampling: Parametro correspondiente al muestreo de las imagenes cuyo

valor viene dado en pixeles.

Las dos siguientes partes son la definicion de las funciones y la primera funcion,

dedicada a la conversion del volumen a su formato correspondiente (figura 30).
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.number0fThreads.get (

Figura 31. Center: Ejecucidn del script de center

La figura 31 muestra el cddigo de la funcién que ejecuta el script de center, creando
el archivo correspondiente a un volumen centrado. Este archivo se movera al

directorio correspondiente para que se vean las salidas en Scipion.

createQutputsiep!

Figura 32. Center: Volumen de salida
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Por ultimo, se adjunta el codigo de la funcion que crea la salida en Scipion. Esta
crea un volumen vy le asigna el directorio del archivo creado por el protocolo.

RESULTADOQOS

Vamos a usar las mismas imagenes de muestra que para el programa de
cleanUP2D. A partir de un set de particulas en dos dimensiones crearemos los

volimenes que serviran como archivo de entrada a nuestro programa.

Usamos, mismamente, el archivo salida de cleanUp2D. A este le aplicamos un
desplazamiento de las imagenes para poder comprobar el valor de los resultados
obtenidos por center. Obtenemos la siguiente muestra:

75@center.mrc (200%)
File Display Tools Metadata Help

' File Image  Advanced Help File Image Advanced Help

E (% 1005 & 5QE| - 128x128 pixels; 32-bit: 64K

slice 34 slice 35

=17, y=127, value=-0.08

slice 42 slice 43 slice 44

slice 61 slice 62 slice 63 slice 64 slice 65

Figura 33. Center: Volumen de entrada en ejecucion-vistas Ze Y
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Ahora vamos a ejecutar nuestro protocolo con los pardametros de la figura 34:

|

Protocol Run: ProtCenterSimple

% Protocol: simple - simple - center

RFun

finished [fCite @Hsle

Fun name simple - sinple - center 4

Comment 4
Fun mode # Cortirue ( Restart @ Host [localhost -
Parallel Threads 4 @ Uze queue? © Yes ® Ho (7]
Hait. for | 9
Input]
Input

Input Yolune simple - initial_Z0nodel {23 .outputvol Q W @ @

Sampling rate in pixels Z.4314 e

X Close ‘ Save |

Figura 34. Center: Pardmetros de ejecucion
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CFile Display Tools Metadata Help File Image Advanced Help  File Image Advanced Help

E Q[ w0 §[ s Cola ik ows BE‘ 128x128 pixels; 32-bit; 64K 128x128 pixels; 32-bit; 64K

Figura 35. Center: Resultado final-vistas Z e Y

Vemos como el programa a centrado los volimenes de manera correcta, aungue el
resultado podria haber sido mejor. Esto se debe a que, al ejecutar el protocolo que
desplaza las imégenes, el desplazamiento ha sido excesivo. De todas formas, los

resultados son eficaces y es un protocolo interesante para introducir en Scipion.
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» Mask

Mask es un protocolo que elimina el ruido que se encuentra alrededor de los

volumenes de las particulas.

Figura 36. Mask: Descripcién y parametros usuario

La figura 36 corresponde a la primera parte del cédigo. Aqui se describe el programa
y se definen los pardmetros que introducira el usuario. Al igual que cleanUp2D,
incluye un mend avanzado (LEVEL_ADVANCED) con parametros opcionales en la

ejecucion del protocolo.
Los parametros obligatorios son:

e inputVolume: archivo que contiene los volumenes sacados a partir de otros
protocolos.
e Sampling: Parametro correspondiente al muestreo de las imagenes cuyo valor

viene dado en pixeles.
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e Mask: radio en pixeles a partir del cual se eliminar el ruido de las iméagenes.

Los parametros opcionales son:

e LowLimit: Parametro que indica el valor del filtrado paso bajo.

e molW: indica la masa molecular de las particulas en kDa(kilo Daltons).

insertAll

Figura 37. Mask: Funciones y conversion

2number0fThreads, . get|

Figura 38. Mask: Ejecucidn del script mask
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Estas dos figuras corresponden a la conversion del volumen de entrada al formato
adecuado y a la funcién que ejecuta el script de mask. En la ejecucion, se verifica si
el usuario a agregado valores de los parametros opcionales y, en caso de que sea
asi, se afiaden al script. Después se ejecuta el script y se mueve lo obtenido al
directorio para crear las salidas en Scipion.

createutputsiep!

Figura 39. Mask: Volumen de salida

Esta ultima parte, al igual que el programa center, crea un volumen y le asigna el
directorio correspondiente para que el usuario pueda ver los resultados de la
ejecucion del protocolo.
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RESULTADOS

Partimos de un set de voliumenes de creado por otro protocolo de
Scipion. Este correspondera a la misma muestra que los programas

cleanUp2D vy center.

64@particles_rec_final.mr...

File Image Advanced Help  File Image Advanced Help
128x128 pixels; 32-bit; 64K 128x128 pixels; 32-bit; 64K

#=11, y=1086, value=-0.36 H=93, y=125, value=-0.30

Figura 40. Mask: VVolumen de entrada en ejecucion-vistas Z e Y
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Ahora vamos a ejecutar el protocolo de mask con los valores mostrados en la figura

41.
Protocol Run: ProtMaskSimple .
% Protocol: simple - simple - mask3D finished (FTite @H=lp
Y
Fun name sinple - simple - mask3D 4 Comment. r |
1
Fun mode ® Continue ( Restart 9 Host [localhost - |
Parallel Threads |4 (7] Uze queus?  Yes @ Ho (7]

Hait. for | (7]
Expert Level ~pornal & Advanced

| Input. ]

Imput Wolums _junle - initial 30model €23, outputivol Qu@®e

Sampling rate in pixels 'EWT 9
Mazk ,647 9

Low pass limit ,207 9
Holecular Height ,07 9

I X Clos=e | Save ‘ Execute

Figura 41. Mask: Pardmetros de ejecucién del protocolo
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Obteniendo asi los siguientes resultados:

File Image Advanced Help File Image Advanced Help
128x128 pixels; 32-bit; 64K 128x128 pixels; 32-bit; 64K

File Display Tools Metadata Help

& oo & e [E]

slice 57

=2, y=0, value=-0.00
slice 63 -

Figura 42. Mask: Resultado final-vistas Z e Y

Si comparamos las 40 y 42 vemos podemos observar como las particulas en la
figura 42 son mucho mejor apreciables y la calidad es mejor debido a la mascara a

la que ha sido sometida por el protocolo de mask.

» Refine3D:
Debido a que este programa no produce resultados buenos, no se va a ensefiar el
cddigo y solo se ensefiara el resultado final.

Partimos de la muestra correspondiente a la figura 24 y ejecutamos el protocolo.
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File Image Advanced Help |
128x128 pixels; 32-bit; 64K

File Image Advanced Help J
128x128 pixels; 32-bit; 64K

#=77, y=114, value=0.0.

(Bt Do s i ] 1| 3=6, y=40, value=-0.01

Figura 43. Refine3D: Resultado final-vistas Z e Y

Si observamos ambas vistas del volumen mostrado en la figura 43 y las
comparamos con, por ejemplo, las salidas de los programas mask o center, vemos
que las imagenes no tienen la misma calidad, pudiendo afirmar que no se aprecia la
misma particula. A esto se le afiade el elevado tiempo de ejecucion del programa.
También, ejecuta varios protocolos a la vez en el wrapper. Esto Gltimo no es
correcto porque la finalidad de Scipion es ejecutar cada protocolo en pasos
distintos.
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Capitulo 7. CONCLUSIONES Y TRABAJOS FUTUROS

Durante este proyecto se ha conseguido desarrollar y ejecutar varios programas
correspondientes a distintos protocolos del paquete de SIMPLE con objeto de introducirlos
a Scipion y aumentar la cantidad de protocolos destinados al procesamiento de imagenes
disponibles para los usuarios. En particular, se han programado cleanUp2D, center, mask,

refine3D y masscen.

De todos los programas sefialados, solamente cleanUp2D y center se pretenden incorporar a
Scipion puesto que resultan ser los mas adecuados y validos al objetivo perseguido:
cleanUP2D produce resultados similares a otro protocolo introducido recientemente en
Scipion llamado cluster2D reduciendo el tiempo de ejecucién y aumentando la calidad de
los resultados de las imagenes que se obtienen. En el caso de center, es un protocolo nuevo

que proporciona la funcion de los volimenes obtenidos con otros protocolos.

Programas como Mask o refine3D no se considera conveniente su incorporacion. En el caso
de Mask porque ya existe un programa que realice funciones parecidas dentro de Scipion e
interesaria otro programa que eliminase el ruido sin pedir al usuario que seleccione un radio
(Mask elimina el ruido en funcion a un radio introducido por el usuario). En lo que respecta

a refine3D, no se incorporaré a Scipion porque exige un alto tiempo de ejecucion.

Tampoco se ha considerado conveniente la inclusion de Masscen puesto que no esta incluido

en la versién mas reciente de SIMPLE que es la que se esta usando.

También se procedié a trabajar con los programas motion_correct_tomo y simulate_movies
de SIMPLE y con el programa goCTF. Estos programas no se consiguieron ejecutar de
manera correcta en el paquete de origen, razon por la cual no se han desarrollado wrappers

asociados a ellos.
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T YR T CONCLUSIONES Y Trabajos Futuros

Con objeto de mejorar y perfilar la calidad y resolucion de las imégenes podria ser
interesante el desarrollo de trabajos adicionales.

Asi y en un futuro no muy lejano, seria apropiado incorporar un programa como Mask con
algunas mejoras como por ejemplo la aplicacion de una mascara de manera automatica de
modo que no la tenga que seleccionar el usuario. También, resultaria adecuado mejorar el

cddigo de refine3D para que se ejecute de manera que coincida con las politicas de Scipion.

Finalmente, quedaria completar el codigo de goCTF e incorporarlo a Scipion. Se establecid
contacto con los desarrolladores de este programa para que nos enviasen un ejemplo de una

ejecucion del protocolo, pero no se obtuvo respuesta.
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