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Resumen

El Trabajo de Fin de Grado consiste en el desarrollo de un repositorio de datos para el
andlisis de microscopia electronica.

Para llevar a cabo esta tarea, se ha utilizado el framework Scipion, una herramienta muy (Util
para la reconstruccion tridimensional de moléculas a partir de imagenes adquiridas en un
microscopio electrénico. Gracias a este framework, se ha podido completar un protocolo que
permite la recopilacion de datos de manera sencilla y efectiva.

Una vez recopilados los datos, se procede a su procesamiento mediante una API creada en
Django. Esta API permite la organizacion y tratamiento de los datos de manera eficiente, para
gue posteriormente puedan ser presentados de manera sencilla al usuario a través de una interfaz
web.

Este repositorio de datos es una herramienta muy valiosa para la investigacion en
microscopia electrénica, ya que permite la obtencion de informacion relevante de manera rapida
y eficiente. Para garantizar la efectividad del repositorio, se han llevado a cabo una serie de
pruebas en las que se ha verificado el resultado obtenido. De esta manera, se asegura que el
repositorio cumple con los objetivos previstos y se garantiza su eficacia.

Palabras clave

Scipion, criomicroscopia electrénica, analisis particulas individuales, protocolo, flujo de trabajo,
marco de trabajo, servidor, interfaz programacién de aplicaciones, Django, Python






Abstract

This academic paper revolves around the development of a data repository for the analysis
of electronic microscopy.

The framework Scipion is a very useful tool that has been used to accomplish this task, it
allows us to make three-dimensional reconstructions of the images acquired from electronic
microscopes. Thanks to this framework, it's been possible to create a protocol which can help us
to collect data in a very simple and effective way.

After the data is collected, it is processed by an API created using Django. This API allows
us to organise and treat this data in a very efficient way, so it can be presented to the user later in
a very simple way through a web interface.

This data repository is a very useful tool for future investigations in electronic microscopy
since it will allow the user to obtain relevant information very fast and efficiently. To guarantee the
effectiveness of this repository, there have been several tests carried out where the result obtained
has been indeed verified. This way, it is ensured that this repository will meet the intended goals
and its efficiency is also guaranteed.

Keywords

Scipion, Cryogenic electron microscopy, single particle analysis, protocol, workflow, framework,
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Introduccion

La microscopia electronica es una técnica ampliamente utilizada en la investigacion
cientifica para observar estructuras a nivel microscopico con una resolucion mucho mayor que la
gue se puede obtener con un microscopio éptico. Esta técnica ha permitido importantes avances
en muchas areas de la biologia, incluyendo la estructura de proteinas y otras biomoléculas, la
caracterizacion de virus y células, y la observacion de procesos celulares en vivo.

El desarrollo de algoritmos de analisis de imagen y procesamiento de datos puede aclarar
la interpretacion de los datos de microscopia electrénica. Para el desarrollo de algoritmos, es
necesario contar con un repositorio de datos de alta calidad que contenga informacién detallada
sobre los diferentes tipos de muestras, técnicas de microscopia utilizadas, asi como las
caracteristicas y propiedades de las imagenes obtenidas.

Sin embargo, la recopilacién y organizacion de los datos generados en este campo es un
desafio. El procesamiento y analisis de las imagenes requieren de un software especializado, y
los datos pueden estar dispersos en diferentes sistemas y formatos, lo que dificulta su acceso y
uso por parte de la comunidad cientifica.

Para superar estos desafios, se propone el desarrollo de un servidor de datos para el
desarrollo de algoritmos en microscopia electrénica. Este repositorio permitiria recopilar,
organizar y compartir datos de manera eficiente y garantizar la calidad de los datos generados.

Para su desarrollo, se utilizara el software Scipion ya que cuenta con numerosos protocolos
gue seran utilizados para extraer la informacion necesaria que sera archivada posteriormente en
el servidor. Esto permitira tratar la informacion de manera eficiente y separar las muestras en
etiquetas de si fueron utilizadas o no en la reconstruccién de particulas.

Para permitir una interaccién mas fluida y escalable con nuestro desarrollo web, se creara
una APl REST en Django que permitira la recopilacion y presentacion de los datos en la aplicacion
web creada. Por ultimo, se utilizara Apache para alojar la aplicacion y pueda ser usada por mas



1.1 Motivacion

La motivacion para el desarrollo de este repositorio de datos radica en la necesidad de
mejorar la eficiencia y la calidad de la investigacion cientifica en el campo de la microscopia
electrénica. La recopilacién, organizacién y validacion de los datos son fundamentales para
garantizar la calidad de los resultados obtenidos y para permitir el desarrollo de nuevas
herramientas y técnicas de analisis.

Ademas, el acceso y la difusion de los datos son importantes para promover la
colaboracién y la innovacion en el campo de la investigacion cientifica. Un repositorio de datos
bien estructurado y accesible puede facilitar la comparacion de resultados entre diferentes
investigadores y laboratorios, asi como la validacion de los hallazgos cientificos por parte de la
comunidad cientifica en general.

En este contexto, el uso de software especializado, como Scipion, puede mejorar
significativamente la eficiencia y la calidad del procesamiento, asi como también, la organizacién
de los datos generados en los experimentos de microscopia electrénica. Ademas, el uso de un
repositorio web basado en Django permitira el almacenamiento y la presentacion de los datos de
manera clara y accesible para los usuarios, mientras que Apache asegurara la accesibilidad de
la informacion en linea para cualquier usuario en cualquier lugar del mundo.

1.2 Objetivos

El objetivo principal de este proyecto es desarrollar un repositorio de datos para el andlisis
y la investigacion en microscopia electronica. Para lograrlo, se han establecido varios
subobjetivos, que se detallan a continuacion.

e Completar un protocolo en scipion que permite recopilar los datos de una
reconstruccion tridimensional de la macromolécula que esta bajo estudio para
gue pueda separarlos en etiquetas que indiquen si fueron utilizados o no en la
investigacion usando las relaciones que tienen los protocolos entre si. Una vez
separados y etiquetados, el mismo protocolo contara con las herramientas
necesarias para establecer una comunicacién con el servidor y enviar los
resultados donde seran procesados y almacenados.

e Creacion de un REST framework en Django que permita recoger y tratar toda
la informacién que se envia desde scipion. Para ello, se aprovecharan las
funciones y herramientas que proporciona este framework para trabajar con
datos y crear modelos que permitan su organizacion y almacenamiento en una
base de datos. De esta manera, se garantiza una gestiéon adecuada y
ordenada de la informacion recibida.



1.3

Lanzamiento del proyecto Django en un servidor Apache para que la aplicacion pueda ser
accesible al publico en remoto. Esto se hace para asegurar que los usuarios puedan acceder a
la informacidén de manera rapida y segura, proporcionando un entorno seguro y estable donde los
datos estén protegidos.

Estructura proyecto

El Trabajo de fin de grado consta de seis capitulos, a saber:

Capitulo 1. Introduccién. Incluye una preparacion al tema a tratar, junto a la motivacién
y la estructura del proyecto.

Capitulo 2. Estado del arte. Se introducen conceptos sobre la tecnologia, junto con un
breve contexto histérico y sus caracteristicas.

Capitulo 3. Disefio. Explicacion de Scipion y sus pasos principales. Elaboracion de los
datos enviados por el cliente y creacién del repositorio.

Capitulo 4. Implementacion. Lanzamiento del servidor al publico

Capitulo 5. Pruebas. Apartado de explicacién de como visualizar los resultados en la
interfaz actuando como usuario.

Capitulo 6. Conclusiones y trabajo futuro. Explicacién breve de los resultados
obtenidos y una opinién de posibles mejoras.






2. Estado del arte

2.1. Criomicroscopia Electronica

La criomicroscopia electronica (CryoEM) es una técnica que utiliza microscopios
electronicos con la finalidad de estudiar la estructura molecular de las muestras biologicas a alta
resolucion y en tres dimensiones. Para ello, la muestra se congela rapidamente y se mantiene a
temperaturas muy bajas (alrededor de los -180°C) para evitar la formaciéon de cristales y la
degradacion de la muestra. Una vez que la muestra esté lista se coloca en el microscopio y se le
aplica un haz de electrones para obtener una imagen en 2D o 3D de su estructura. La técnica de
criomicroscopia electrénica ha permitido a los investigadores obtener imagenes detalladas de
macromoléculas biolégicas, como proteinas y virus, y ha contribuido significativamente a nuestra
comprension de la estructura y funcion de estas moléculas en la biologia molecular. [1]

2.2. Historia

CryoEM es una técnica relativamente nueva, que se ha desarrollado en las Ultimas décadas,
aunque se basa en la técnica de microscopia electrénica creada en la década de 1930. Los
primeros microscopios electrénicos eran capaces de obtener imagenes de alta resolucién de
secciones de muestras que, aungque contaban con ciertas limitaciones en la tecnologia, permitié
a los investigadores estudiar la estructura de las células [2]. Con el paso de los afios fue
mejorando la tecnologia y con ello, se consiguieron mejores resultados.

El primer paso importante se dio en los afios 70 cuando se desarrollé una técnica que
permitia la congelacién rapida de las muestras bioldgicas sin que se formasen cristales de hielo
gue pudieran dafiar la estructura de la muestra. En los afios posteriores se consiguio implementar
una técnica de reconstruccion de imagenes, que permitia la reconstruccion de una estructura en
3D a partir de imagenes bidimensionales. [2]

En la década de 1990, se hizo un gran avance porque hasta el momento se creia que solo
se podia usar los microscopios electronicos para materia que estuviese muerta debido al haz de
electrones que se usaba. La resolucion mejoro significativamente gracias al avance tecnologico
gue permitié introducir detectores de alta velocidad en la captacion de imagenes.

En 2013 se consiguid la resolucion atémica que se buscaba Figura 2.1 gracias a una
optimizacion de las piezas del microscopio lo que provoco en 2017 se otorgase el Premio Nobel
de Quimica a esta técnica. [3]



Extraido de https://ubigusciencia.medium.com/cryo-em-o-criomicroscop%C3%ADa-electr%C3%B3nica-45d424bc2808

Figura 2.1: Resolucién 2013 vs Actualidad

2.3. Ventajas y desventajas

En cuanto a las ventajas, es una técnica no invasiva ya que permite la observacion de
biomoléculas en su estado nativo, sin necesidad de incluir procesamientos quimicos,
cristalizaciones no exposiciones radiactivas, que puedan llegar a originar una alteracion en la
estructura o funcionalidad de las muestras [4]. Otra ventaja es que permite estudiar estructuras
biolégicas grandes y complejas, como las proteinas, en tres dimensiones y a alta resolucion, lo
gue permite visualizar detalles estructurales que no llegan a ser visibles con otras técnicas [5].

Por el contrario, entre sus desventajas, destaca que requiere una gran cantidad de recursos
informaticos para su funcionamiento de las imagenes y por tanto un proceso caro.


https://ubiqusciencia.medium.com/cryo-em-o-criomicroscop%C3%ADa-electr%C3%B3nica-45d424bc2808

2.4. Técnicas

Algunas de las técnicas que incluye cryo-Em son:

e EM de tincion negativa. Se utiliza para contrastar las muestras biolégicas, como proteinas y
virus. La muestra se cubre con una solucién de tincion negativa que rodea las particulas, lo que
hace que aparezcan mas oscuras en el fondo claro del microscopio [6].

e Grabado por congelacion EM. Esta técnica se usa para visualizar muestras biolégicas
congelando rapidamente la muestra. El proceso de grabado permite visualizar la estructura de
las moléculas y complejos de proteinas en su estado nativo [6].

e Andlisis de particulas individuales (SPA). Esta técnica se utiliza para determinar la estructura
tridimensional de proteinas y otros complejos biomoleculares. Se basa en la adquisicién de
multiples imagenes de particulas individuales desde diferentes angulos y orientaciones, para
luego reconstruir una imagen 3D [6].

e Servicios de cristalografia electrdnica. Esta técnica se utiliza para determinar la estructura de
moléculas y macromoléculas complejas como proteinas a partir de cristales. La muestra se
cristaliza y luego se irradia con electrones, que interactian con los atomos de la muestra y
producen patrones de difraccibn que se pueden analizar para determinar la estructura de la
muestra [6].

e Difraccion de electrones de microcristales. Esta técnica se utiliza para examinar estructuras
cristalinas a nivel molecular. Los microcristales se obtienen y se exponen a un haz de electrones
para obtener un patrén de difraccién de electrones. A continuacién, la estructura cristalina se
puede determinar a partir del patron de difraccion [6].

De las técnicas vistas en el apartado vamos a centrarnos en explicar brevemente los pasos
necesarios para el proceso de andlisis de particulas individuales mostrados en la Figura 2.2.

En la preparacién de la muestra para SPA, es crucial la purificacién previa de la muestra,
ya que esto asegura que solo se estén estudiando las particulas de interés. Una vez preparada
la muestra, se procede a la congelacion rapida a temperaturas muy bajas utilizando un dispositivo
de congelacién especializado.

Una vez la muestra esta congelada se utiliza un microscopio electronico de transmisiéon
de criomicroscopia electronica para adquirir imagenes de la muestra. A continuacion, se
seleccionan las particulas individuales para el analisis y se clasifican en diferentes clases en
funcién de su forma y caracteristicas. Esto permite identificar particulas con caracteristicas
similares, es decir, particulas que comparten la misma orientacién de la muestra, lo que provoca
una mejor resolucion en las proyecciones de la muestra. Una vez clasificadas las particulas, se
realiza una reconstruccion tridimensional para obtener una imagen 3D e identificar de forma mas
sencilla las particulas de interés [7].



Extraido de https://www.creative-biostructure.com/single-particle-analysis-spa.htm
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Figura 2.2: Proceso SPA

Cabe sefalar que, por regla general, alguno de los pasos explicados se repetira varias
veces hasta conseguir el resultado deseado ya que se trata de un proceso complejo que requiere
de experiencia previa y conocimientos técnicos.

Los resultados obtenidos son de una gran calidad, pero pueden verse influidos por la
calidad de la muestra observada y la configuracion del microscopio.


https://www.creative-biostructure.com/single-particle-analysis-spa.htm
https://www.creative-biostructure.com/single-particle-analysis-spa.htm

3. Diseno

3.1 Introduccion a scipion

Scipion es un framework de procesamiento de imagenes que trabaja para obtener
modelos 2D y 3D de macromoléculas. Para ello, cuenta con una interfaz que permite crear flujos
de trabajo automatizados combinando las herramientas de software que tiene. Es muy Util ya que
guarda los resultados de cada uno de los pasos ejectuados y puede ser visualizado en cualquier
momento [8].

Los proyectos se construyen utilizando protocolos, que son el conjunto de pasos o
instrucciones que describen como procesar los datos. Los protocolos son piezas esenciales de
Scipion ya que permiten reproducir los resultados y asegurar la calidad de los datos procesados.
Ademas, Scipion también ofrece la posibilidad de crear flujos de trabajo o workflows que son una
combinacién de varios protocolos, permitiendo automatizar y simplificar ain mas el proceso de
andlisis de datos.

De esta manera, Scipion se convierte en una herramienta poderosa y eficiente para el
procesamiento de datos de criomicroscopia electrénica.

Una vez arrancamos el programa se abre una interfaz como en la Figura 3.1 donde se
mostraran todos los proyectos que se hayan creado.

ﬁ Projects (urubio on carver) | & = B &

File Configuration Help Others

rR S CI PION v3.0.12 - Eugenius - 3.0.27 (core)
Import project Filter:

Workflow_picking_10248
Modified: 2 weeks ago  Created: 10-03-2023 [Delete] [Rename]

Figura 3.1: Ventana principal de Scipion



Si se selecciona el proyecto workflow_picking_10248 se mostrard en la Figura 3.2 el
ejemplo que contiene el flujo de procesamiento de reconstruccién 3D utilizado para la realizacién
del proyecto y que sera explicado mas adelante. Cabe destacar que es posible que un mismo
proyecto contenga varios flujos con sus respectivas pruebas y datos, ya que al ser independientes
no interfieren entre si.

PROJECT

pwem - import movies
finished

motioncorr - movie alignment
finished

gctf - ctf estimation sphire - cryolo picking (2)
finished finished
relion - particles extraction
finished
cryosparc2 - 2D classification

finished

Good_Classes
finished

Good_particles

finished

cryosparc2 - initial model (copy 2)
finished
cryosparc2 - 3D homogeneous refinemen...

finished

emfacilities - Track used items (copy...
finished

Figura 3.2: Flujo de procesamiento utilizado

Esto permite a los usuarios ver y editar la configuracién de cada flujo. Ademas, también
se pueden visualizar los resultados que genera cada uno de los protocolos, asi como las
imagenes procesadas y los modelos generados, en diferentes vistas 2D y 3D.

Cabe destacar que para la realizacion de los protocolos serd necesario descargar su
correspondiente plugin. Basicamente un plugin es un componente que integra software externo,
en este caso dentro de Scipion, para afiadir nuevas funcionalidades al programa [9]. Para ello, se
accedera a la pestafia others de la Figura 3.1 para posteriormente entrar en la ventana de Plugin
manager y descargar los que sean necesarios como en la Figura 3.3.
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ﬁ Plugin manager

File Configuration Help Others
]

Dscipicn-em-crvoef
Dscipicn-em-crvcsparcz
Dscipicn—em -dynamo

I [@scipion-em-eman2
Dscipicn-em -emantomo

scipion-em-facilities =
3.0.3

2021-05-05

Flugin for Cryo-EM facilities to be used within Scipion framewaork

https://scipion-em.github.io/docs/docs/facilities/facilities. html

o3Il o S

Oscipion-em-smbuild }a% J.M. De la Rosa Trevin, Roberto Marabini, David Maluenda
Dscipicn-em-empiar
Oscipion-em-emxlib

scipion-em-facilities
Dscipicn-em-fsch
l>%scipic::n-em-1_:|athc:match ] ]

scipion-em-gctf x
Dscipicn-em-imagic Operations. IR LOQ]
Dscipicn-em-imod
Dscipicn-em-localrec
Dscipicn-em-locscale wed
Dscipicn-em-modelangelc
[ scipion-em-motioncorr
Dscipicn-em-phenix
Dscipic::n-.alm-prcnd\ur
[ [lscipion-em-relion
Dscipian—em-relicntcmc
Dscipian—em-resmap
Dscipian—em-sidesplitter

scipion-em-sphire
Dscipian—em-spider |
Dscipian—em-spoc
Dscipian—em-susantoma
Dscipian—em-tcmc
Dscipian—em-tcmch I

————

[ Skip binaries  Number of processors: |4

Figura 3.3: Ventana de puglins

3.1.1.Procesos reconstruccion 3D

El camino basico en un proyecto de Scipion comienza importando las imagenes en bruto
(movies) hasta conseguir el volumen en 3D deseado y consta de varios pasos intermedios
principales, Figura 3.4. Para entender el proceso se explicara en Scipion tanto su funcionamiento,
como los datos que recibe y que genera:

11



Extraido de https://scipion-em.qgithub.io/docs/release-3.0.0/ static/pdfs/tutotial scipion3 apoferritin.pd

Movies
Movie alignment

Micrographs
graphs o

CTF estimation
CTFs y Micrographs
Particle Picking
Coordir ates
2D Classification
20 LI.I.'.I:"...“.uI icles
Initial Volume
Mol 3
3D Classification
ao LI.I’.:.:'.'Fnrtlrlr'.

3D Refinement

Refined Volsme |

Figura 3.4: Proceso Volumen 3D

Importar imagenes. Este es el primer paso en scipion, donde se permite a los usuarios
cargar las imagenes generadas por el microscopio, revisar y seleccionar las que se usaran
en el proyecto. A esas imagenes se les llama movies.

Alineamiento de movies. En este paso, se corrige el movimiento de las particulas en el que
momento que son capturadas por el microscopio, alineando los frames de las movies para
conseguir una mejora en la calidad de la muestra [10]. Para ello se utiliza el plugin
MotionCorr.

Estimacion de la funcién de transferencia de contraste (CTF). Con las micrografias obtenidas en
el paso anterior se estima la CTF para cada una de ellas. Este proceso implica estimar la
distorsion que introduce el microscopio en el momento de capturar las imagenes y corregir
aberraciones como ruido a nivel de particulas de la micrografia [10]. Se suele usar Ctffind4,
Gctf, CryoSPARC para este proceso.

Extraccion de particulas: En este paso, las numerosas particulas que conforman cada
micrografia se extraen para trabajar sobre ellas posteriormente. Este proceso puede ser
automético o manual y se realiza mediante herramientas de seleccion que permiten
seleccionar cuales son las particulas de interés como por ejemplo Relion, Gautomatch [10].
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Clasificacion 2D: Una vez se ha hecho la extraccion, se clasifican en 2D para identificar
subconjuntos de particulas similares en funcién de sus caracteristicas y se descartan
aquellas que no sean verdaderamente particulas (ruido) [10]. Para agrupar las
particulas en clases el algoritmo de clasificacion mas usado es CryoSPARC.

Volumen inicial: En este paso, se genera un volumen inicial aproximado mediante CryoSPARC
utilizando las particulas seleccionadas en el paso anterior. Este volumen inicial se utiliza como
modelo para la siguiente etapa de clasificacion 3D.

Clasificacién 3D: Una vez ya se conoce un volumen inicial es posible estimar una clasificacion
en 3D de las particulas usadas segun sus caracteristicas al igual que se hacia en 2D. Los
algoritmos usados en este caso son Relion, CryoSPARC.

Refinamiento 3D. Para finalizar, se realiza un refinamiento sobre el volumen inicial donde se
vuelven a clasificar de forma iterativa las particulas para obtener una mejor clasificacion de ellas,
y por tanto una mejor resolucion en el volumen 3D [10]. Al igual que los pasos anteriores se sigue
utilizando el protocolo CryoSPARC.

Es importante mencionar que existen otros programas disponibles para realizar cada uno
de los pasos anteriores y la eleccion de cada uno podra depender de los conocimientos y
experiencia del usuario, requisitos de hardware y la calidad de los datos.

Ademas, hay que destacar que hay pasos intermedios que se pueden afadir a los
anteriores donde se incorporan otros tipos de céalculos segun el tipo de datos que se quieran
consegquir.

Para comprender mejor el funcionamiento de los pasos anteriores se explicaran en el
entorno de Scipion viendo cuando sea posible como es la interfaz de los protocolos, y los
resultados que generan.
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Importar imagenes

Esta ventana es la primera que se muestra al comenzar el proceso de importacion de
imagenes. Podremos indicar el directorio donde se encuentran, las cuales han de estar en formato
TIFF o MRC como se muestra en la figura 3.5.

(73 Protocol Run: ProtimportMovies |iReon Bl

6 pwem - import movies finished (F'Cite @Help

Fo_____ |

Run name pwem - import movies & Comment rd
Run mode ® Continue " Restatt & Host |I0ca]host ﬂ

Use a queue engine?  Yes = No )

Wait for | e

ExpertLevel & nomal — Advanced

Import] Streaming] Rejection] Frames]

Import
Files directory |fhamefamarchanfaata_nilnert_trestMPlAR_10243f =
Pattern [+ siff 2]
rAcquisition info
Have data been phase-flipped?  yegs & No [ 2]

Use the wizard button to import acquisition. 2 @

Microscope voltage (k) |300_0
Spherical aberration (mm) !”7
Amplitude Contrast ,@17
Magnification rate ,W

Sampling rate mode |From image ]

Pixel size (sampling rate) Aipx [p_.405 1

o OO OE O

Dose (elA”2) Initial 0.0 Per frame !1_0

Gain image |e/dmarchan/data_hilbert_tres/EMPIAR_10248/gain.mrc s @
Dark image | | —%7]

Figura 3.5: Protocolo importar imagenes

Una vez hecho, se presentan una serie de campos que deben rellenarse. Entre ellos se
encuentra el voltaje del microscopio y el tamafio del pixel, que son los parametros a tener en
cuenta. Son importantes para que los resultados tengan sentido a nivel de dimensiones y
resolucién. Por ultimo, podremos importar otro archivo que es la ganancia de la imagen para
afinar la amplificacion de la sefial.



Con este ejemplo obtenemos una lista de 30 movies que podremos visualizar una a una
como se muestra en la Figura 3.6 donde se ensefia la primera de la lista. Cada una contendra 50
frames con un tamafio de imagen 3710x3838 y un valor del pixel size de 0.495 como se indico
en la Figura 3.5.

{4 190117 02 00001_Underbefocus0.7um _framelmagel G & (=13

File Image Advanced Help

Figura 3.6: Movie

Creacién micrografias

Una vez estdn cargadas las imagenes en el proyecto es momento de aplicar las
correspondientes alineaciones. En este paso ya se presentan las primeras alternativas en los
protocolos en funcién del objetivo.

e Movie alignement. Este método se encarga de corregir variaciones en la posiciéon a nivel de frames
en las movies en el momento que son tomadas con el microscopio. Para ello, se pasa como
pardmetro en la figura 3.7 las movies importadas en el apartado anterior y se toma como
referencia artefactos que sean faciles de seguir entre frames para calcular el desplazamiento
entre frames en cada una de las imagenes [10].

Input Movies pwem - import movies.outputMovies Q @ @
Alignment
Frames to ALIGN and SUM from |1 to 50 [?]
Binning factor |1 g [7]
Save aligned movie? Yes  No
Compute PSD? Yes & No ]
Compute micregraph thumbnail? Yes & No Q

Figura 3.7: Protocolo movie alignement
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Con esto se obtiene por cada imagen una gréafica que muestra el alineamiento entre el
primer y el dltimo frame (del 1 al 50) y su correspondiente micrografia en la Figura 3.8.

Glabal frame alignment
shitt x ()
8 5 1 1 29 25
! ! ' "

20~ <10

15-

i
=
'
snitty (A

Shitty [pxr

shifr < ipx!

Figura 3.8: Resultado Micrografias

Movie maxshift. Este protocolo aplica un filtro en funcién del alineamiento obtenido en el apartado
anterior. Para ello filtra las movies que tienen un desplazamiento entre frames o global mayor al
limite impuesto en la Figura 3.9, provocando que pueda darse el caso que se descarten imagenes
gue no cumplan las condiciones impuestas y por tanto no seran utilizadas para la creacion del
volumen final. En este ejemplo ninguna imagen se excede del limite establecido por lo que no se
descartara ninguna.

Input Movies xmipp3 - FlexAlign.outputMovies Qi ®@
Rejection type |by frame or movie E e
Max. frame shift (&) lr e
Max. movie shift (A) lﬁ e

Execute

Figura 3.9: Protocolo movie maxshift
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Estimacion CTF

La estimacion de la CTF es un paso fundamental en el procesamiento de imagenes. En
la Figura 3.10 se muestra la interfaz del protocolo usado llamado ctf-estimation donde se
introducen las micrografias obtenidas, y como parametros para tener en cuenta, el downsampling
gue ayuda a ver mejor sus anillos de la y a determinar la resolucion, y el box size que establece
el tamafio en pixeles de la imagen donde se realiza la estimacion.

ﬁ Protocol Run: ProtGetf oo BB
gctf - ctf estimation finished Cf'Cite @ Help
Run name gctf - ctf estimation & Comment rd
Run mode # Continue " Restat @ Host [localhost Bl

Parallel * Threads © MPI |1 @ uUseaqueueengine? T Yes © No ra:]
GPU IDs 2 7] walt for (2]

ExpertLevel 5 nomal  Advanced

Input] Advamed} Phase shiﬂ] Slreamwng}

Input

Input micrographs mgtioncorr - movie alignment.outputMicrographsDoseWeighted Q T @&
CTF Downsampling factor ,107 7/ e
Box size (px) W 2]
Search limits
Resolution (A) Min 500  Max[s0  # @
Defocus search range (A) Min |5000.0 Max |90000.0 [ 7]
Defocus step (A) ’W [ 2]

Figura 3.10: Protocolo estimaciéon CTF

Una vez introducidos los parametros, el resultado muestra la funcioén de transferencia de
fase del microscopio Figura 3.11, que refleja la calidad de la imagen y la resolucién hasta donde
se tiene informacion atil en la micrografia.

Figura 3.11: Estimacion CTF
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La estimacion de la CTF permite corregir los efectos del desenfoque de la imagen y el
ruido en la muestra, mejorando la resolucién y la calidad de la imagen final.

Extraccion particulas

Es otro de los pasos mas importantes, que consiste en seleccionar las particulas que sean
de interés de las micrografias usadas hasta el momento y extraerlas en imagenes individuales.
Para ello previamente se puede hacer una seleccion manual donde el usuario indica de la
micrografia un par de ejemplos de particulas buenas, para que posteriormente el algoritmo se
vaya entrenando y elija de forma automatica el resto de las particulas en todas las micrografias.

R Protocol Run: ProtRelionExtractParticles (T E
RE LLQy relion - particles extraction finished [F'Cite @Help
Run name relion - particles extraction # Comment &
Run mode + Continue (" Restart @& Host |Ioca]host ﬂ
Parallel MPI |4 7] Use a queue engine? © Yes = Mo s @
Wait for | a
ExpertLevel 5 nomal © Advanced

Input ] Preprocess ] Streaming ]
Input

Input coordinates sphire - cryolo picking (2).outputCoordinates Qi@ e
Micrographs source & same as picking  other e
CTF estimation getf - ctf estimation.outputCTF. Q @ @
Particle box size (px) [3p0 Q @
Rescale particles? Yes & No (7]

Figura 3.12: Protocolo extraccion particulas

Una vez hecho, en la Figura 3.12, se usara el protocolo relion -particle extraction con la
informacion de la CTF previamente calculada para corregir la distorsién del microscopio y generar
una lista con todas las imagenes 2D de cada una de las particulas. Es posible que se dejen
particulas sin marcar o que marque como correcta una que realmente no lo es como se ve en la
Figura 3.13. Para disminuir el numero de fallos se puede corregir el algoritmo indicando los

lugares donde esta fallando para que en el préximo entrenamiento se obtengan mejores
resultados.



. UnderDefocus0.7um_frameimage *

Figura 3.13: Entrenamiento particulas

Clasificacion 2D

Este proceso se encarga de agrupar todas las particulas previamente extraidas en
diferentes clases que comparten similitudes en su estructura y orientacion. Para ello se utiliza un
algoritmo de clasificacién con el objetivo de maximizar la similitud dentro de una clase y minimizar
entre clases diferentes [10].

El protocolo utilizado para la clasificacion 2D es cryosparc — 2D classification, el cual
cuenta con varios parametros ajustables, entre ellos, el numero de clases y el nimero de
iteraciones que se realizan. Es crucial elegir los valores adecuados en ambos casos para tener
una clasificacién 6ptima. En el caso de las clases, si el nimero es demasiado bajo, las particulas
pueden quedar agrupadas de forma que no se refleje adecuadamente las diferencias entre ellas,
mientras que si es muy alto se podria generar una sobreclasificacion dando lugar a clases vacias.
Por otro lado, pocas iteraciones implica que no se alcance una convergencia en la clasificacion,
y excesivas generaria una sobrerefinacion innecesaria.

Finalmente, se debe revisar el resultado de la clasificacion y distinguir entre las clases
véalidas, como se puede observar en la Figura 3.14, y descartar aquellas que no sean apropiadas.
Es importante realizar esta etapa con atencion ya que de ello dependerd la calidad de los
siguientes pasos en el procesamiento de la muestra.
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Figura 3.14: Clasificacion 2D. I1zgda buena, dcha descartada

Volumen inicial

Con las clases 2D ya creadas es momento de construir una primera aproximacion en 3D
de lo que se conoce como volumen inicial. Como no se conocen las orientaciones de las

particulas que conforman las clases con respecto al volumen se hace una primera estimacion
dando lugar al volumen de la figura 3.15.

Figura 3.15: Volumen inicial

Refinamiento

El proceso de refinamiento tiene como objetivo mejorar su resolucion para obtener una
estructura mas detallada y precisa. Para lograr esto, se vuelven a clasificar de forma iterativa las
particulas para mejorar su clasificacion y obtener una mejor calidad en la reconstruccion del

volumen final [10]. Este proceso se lleva a cabo mediante el protocolo cryosparc - 3D
homogeneous refinement.
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3.2 Cliente:used items tracker

3.2.1 Cliente:Track used items protocol

Después de haber explicado detalladamente el funcionamiento de los procesos basicos
para la creacion de un volumen refinado a partir de la muestra obtenida con el microscopio. Es
importante destacar que sobre este protocolo se afiade la funcionalidad necesaria para que
realice una reconstruccién tridimensional completa del volumen con el fin de obtener todos los
elementos (micrografias, ctf, particulas, clases) utilizados en dicho proceso. Para conseguir
mayor cantidad de detalle, el protocolo también incluye todos los datos que han sido descartados
durante el proceso.

Para lograrlo, se realiza el camino inverso de cada uno de los procesos explicados
anteriormente de forma que se vaya actualizando la informacion de forma automética acorde al
protocolo correspondiente. Es decir, comenzando por la reconstruccion del volumen, le sigue la
creacion del volumen inicial, luego la clasificacion 2D, seleccion de particulas, calculo de CTF,
alineamiento y, por ultimo, la importacion de las imagenes

Cabe destacar que para completarlo de forma exitosa solo es necesario introducir el
volumen refinado en la Figura 3.16.

ﬁ Protocol Run: UseditemsTracker el sy
6 emfacilities - Track used items finished (4'Cite @Help
L
Run name emfacilities - Track used items & Comment #
Run mode # Continue  Restart @ Host |Ioca]host L]
Parallel * Threads  MPI I1 . @ Useaqueueengine?  Yes & No & @
Wait for | . 2]

ExpertLevel 5 nomal — Advanced
Input] Tracking]
Input
Input volumes  ¢ryosparc2 - 3D homogeneous refinement (copy 2).outputVolume C
Save images as JPG & yes  No

Upload data?  yes & No

API token ﬂ

Make entry public? & ves  No

&
&

Figura 3.16: Protocolo Track used items. Parte 1 de 2.
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Cuando se complete la primera parte del proceso, la segunda parte del objetivo incluye la
comunicacion un servidor externo. Esto permitira el envio de todas las imagenes generadas junto
con informacién relevante, como su nombre, categoria y etiqueta de uso, ademas de datos
adicionales como el nombre del proyecto, el identificador del protocolo, entre otros.

Cuando el traspaso se complete de forma exitosa, el servidor afiadira la informacién
recibida a su base de datos para posteriormente mostrarlo en una pagina web a modo de
repositorio con una interfaz intuitiva. De esta forma, el usuario podra visualizar de forma rapida y
sencilla todos los proyectos que se hayan enviado al servidor tanto suyos como de demas
personas.

3.1 Generacion de resultados

El primer paso clave a nivel de cédigo consiste en obtener el nombre del proyecto de
Scipion, para crear varios diccionarios basados en dicho nombre, incluyendo uno que contiene la
informacién de los protocolos incluidos en el proyecto, otro con las entradas necesarias para
utilizarlos y el dltimo con las salidas que generan. Utilizando toda esta informacion se lleva a cabo
un proceso recursivo que va generando un grafo que representa la relacion entre el protocolo
actual y el primero de todos que actla como nodo raiz.

Este grafo es una estructura de datos que representa un conjunto de nodos conectados
por aristas. Cada arista contiene la direccion desde un nodo de origen a un nodo de destino. En
este caso, el grafo tiene 11 nodos, que corresponden al nimero de protocolos que conforman el
workflow utilizado y 12 aristas debido a sus conexiones. El nUmero de aristas es mayor que el de
nodos debido a que se introduce una bifurcacién en el flujo.

Se inicia el recorrido en el protocolo actual, que es el Ultimo de todos, y se avanza hasta
llegar a la raiz, que es el primero, pasando por todos los pasos intermedios. Cuando un nodo se
encuentra con una bifurcacién, se elige uno de los posibles caminos hasta alcanzar a la raiz, para
posteriormente, volver al protocolo anterior a la bifurcacion y elegir el camino opuesto. Asi, se
garantiza que se cubran todas las posibles rutas en el workflow y se llegue a la solucion deseada.

Una vez esta definida la estructura del grafo, el proceso de obtener los datos involucrados
en el proceso de reconstruccion se facilita.

22



El proceso consiste en calcular el nodo mas cercano a la raiz que contenga los datos que
se desean conseguir y el nodo mas lejano para el caso contrario. De esta manera se obtienen
dos diccionarios, el primero al ser el mas cercano contendra los datos totales de la muestra y, por
lo tanto, el mas lejano al haber pasado por todos los procesos de clasificacion esta formado
Unicamente por las muestras usadas.

Con esta informacion el siguiente paso es comparar los dos diccionarios mediante su
namero de identificador para obtener la lista con los nombres de las particulas usadas y la lista
con las no usadas, haciendo que la suma de ellas sea igual al total de las muestras. Para finalizar
se crean los sets con su correspondiente nombre siempre y cuando haya al menos 1 muestra,
con las imagenes en formato .jpg y su tamafio, el nUmero de elementos y el tamafio del pixel. Del
mismo procedimiento se calculan los sets para los datos restantes, pudiendo visualizarlos de
forma individual para comprobar con mayor detalle los resultados. En la Figura 3.17 se muestra
la salida que contiene la interfaz de Scipion donde estan presentes todos los sets incluso para los
gue estan vacios. La forma de comprobar que estan todos los datos es sumar los elementos
usados y no usados de un mismo tipo.

- Input
inputVelumes  (from cryosparc2 - 3D homogeneous refinement (copy 2) -> outputVolume [outputolumel) Wolume (300 x 300 x 300, 0.49 )—‘\..’px) - w/halves
- Output

(% emfacilities - Track used items (copy 10) -> usedParticles SetOfParticles (3868 items, 300 x 300, 0.49 r'—'u’px)

(% emfacilities - Track used items (copy 10) -> notUsedParticles SetOfParticles (1359 items, 300 x 300, 0.49 r'—'u’px)

(= emfacilities - Track used items (copy 10) -> usedMicrographs SetOfMicrographs (30 items, 3710 x 3838, 0.49 Arpx)
(= None = SetOfMicrographs (0 items, Ne-Dim, -999.00 Arpx)
= emfacilities - Track used items (copy 10) -> usedCTFs SetOfCTF (30 items)

(= None SetOfCTF (0 items)

= emfacilities - Track used items (copy 10) -> usedCoordinates SetOfCoordinates (3868 items, 239 x 239)

(= emfacilities - Track used items (copy 10) -> notUsedCoordinates SetOfCoordinates (1359 items, 239 x 239)

(= emfacilities - Track used items (copy 10) -> usedClasses2D SetOfClasses2D (16 items)

(= emifacilities - Track used items (copy 10) -> notUsedClasses2D SetOfClasses2D (33 items)

Figura 3.17: Sets de imagenes generados por scipion
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Para facilitar la visualizacion de todas las imagenes generadas, se crea en el directorio del
proyecto una carpeta con el nombre del identificador del protocolo ejecutado y una lista de subcarpetas
separadas por categorias. Como se observa en la Figura 3.18, estas contienen las mismas imagenes.
Con esto, se cumple la primera parte del primer objetivo del protocolo.

ﬁ Browsing: Runs/011198 UsedItemsTracker ﬁ Browsing: Runs/011198 UsedIltemsTracker
Refresh @ Home ~FLaunch folder B&Working dir #4MUp Recent Protocol folder Refresh @Home ~FLaunch folder Be-Working dir #4MUp Recent Protocol folder
Path |/data/urubio/ScipionUserData/projects/Workflow_picking_10248/Runs/011198_ Path|/data/urubio/ScipionUserData/projects/\Workflow_picking_10248/Runs/011198

File | size | Time | File | size | Time al

= 4 kB 09-04-2023 15:18 = 4kB 09-04-2023 15:18
(= notUsedCTFs 4 kB 09-04-2023 15:18 % mic 000002 1.jpg 35 kB 09-04-2023 15:18
= notUsedClasses2D 4 kB 09-04-2023 15:18 % mic 000002 10.jpg 35 kB 09-04-2023 15:18
=notUsedMics 4 kB 09-04-2023 15:18 |#mic 000002 12.jpg 34 kB 09-04-2023 15:18
=notUsedParticles 36 kB 09-04-2023 15:18 |#mic 000002 13.jpg 34 kB 09-04-2023 15:18
= usedCTFs 4 kB 09-04-2023 15:18 |#mic 000002 14.jpg 34 kB 09-04-2023 15:18
=-usedClasses2D 4 kB 09-04-2023 15:18 | mic 000002 15.jpg 34 kB 09-04-2023 15:18

usedClasses2D.tsv 470 bytes  09-04-2023 15:18 S mic 000002 17.jpg 36 kB 09-04-2023 15:18
=usedMics 4 kB 09-04-2023 15:18 S mic 000002 19.jpg 34 kB 09-04-2023 15:18
=usedParticles 36 kB 09-04-2023 15:18 [#mic 000002 2.jpg 33 kB 09-04-2023 15:18

Figura 3.18: Imagenes separadas en categorias

3.2.2 Solicitud POST

La segunda parte del primer objetivo consiste en tras haber creado las carpetas mencionadas
en el ejemplo anterior, enviar todas las imagenes generadas y la informacién relevante del proyecto a
un servidor web en Django de manera automatica al ejecutar el protocolo. Se utiliza una API creada
para comunicarse con el servidor que se explicara en la siguiente seccion.

Para enviar datos se utiliza el método POST procedente de la biblioteca requests de Python.
A ese método se le pasan como argumentos 4 parametros, los cuales son los siguientes:

El primer valor es establecer un endpoint del servidor web ya que es necesario conocer la ruta
a la que se va a conectar y va a establecer una comunicacion.

A continuacién, se establece un encabezado de autorizacion utilizando un token que
previamente se introduce al ejecutar el protocolo (en el apartado de pruebas se explica cémo
generarlo). Esta comprobacién es esencial para autenticar la solicitud del emisor y asegurar que el
usuario que envia los datos esta autorizado.

Posteriormente, se crea el diccionario que contendra casi todos los datos que seran enviados
al servidor. En este caso, este contendra informacién de la categoria de cada imagen, el nombre del
archivo y del proyecto, la resolucion, el voltaje, si la imagen ha sido usada o no, entre otros paradmetros

El dltimo parametro son las imagenes ya que al ser archivos no pueden incluirse dentro del
diccionario.
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El protocolo de comunicacion que se sigue para hacer esta solicitud es HTTP, ya que es
el estdndar en la comunicacion web entre clientes y servidores tal y como se muestra en la figura
3.19.

Estd apoyado por el protocolo TCP donde el servidor esta en constante escucha a la
espera de una solicitud HTTP por parte del cliente. Cuando esto ocurre, el protocolo TCP se
encarga de mantener la comunicacién y asegurar que todos los paquetes lleguen al receptor [11].
Si la solicitud se completa de manera correcta, el servidor mandara la respuesta HTTP con el
codigo de estado 200. En cambio, si se produce alguna anomalia durante el proceso se mostrara
y se lanzara una excepcion con un codigo diferente donde se indicard el origen del problema.

En este caso los errores que se tratan son si el token introducido no es valido devolviendo
asi el cédigo 401, o si el tipo de datos introducido en alguno de los campos no es el correcto con
el cédigo 400.

Extraido de https://blogs.ugr.es/tecweb/los-codigos-respuesta-del-servidor-http-claves-arquitectura/

Servidor

Paticion HTTP

Respuesta HTTP (3

Cliente

Figura 3.19: Comunicacioén Cliente-Servidor
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3.3 Servidor Django

Para la creacion del servidor Django REST framework es importante contar con la
utilizacién de una API REST para permitir una comunicacion fluida con el cliente.

Una API REST es un conjunto de protocolos y reglas que se utilizan para acceder a un
servicio web y establecer una comunicacion entre aplicaciones para compartir recursos. Su
arquitectura se basa en un protocolo HTTP ya que es el mas utilizado para enviar y recibir
respuestas de un servidor web. Las solicitudes pueden ser de varios tipos dependiendo de la
funcionalidad que se quiera conseguir en los recursos, GET (obtener), POST (crear recurso
nuevo), PUT (para actualizar) y DELETE (eliminar) [12]. Se utiliza Django REST framework que
es un paquete creado sobre Django que cuenta con herramientas y funciones que facilitan el
proceso de creacion de la API.

Django es un framework de alto nivel y cédigo abierto escrito en Python que se utiliza para
la creacién de aplicaciones web complejas y escalables, con una arquitectura MVC (Modelo-
Vista-Controlador) que separa la logica de la aplicacion, la interfaz de usuario y la base de datos
[13].

Es decir, el proyecto esta separado en 3 partes:

e Modelo. Define como va a organizarse la estructura de los datos enviados.
Para ello se crea un archivo que crea todas las variables con el tipo de dato
gue ha de componer la aplicacion web (booleano,entero, cadena de
caracteres).

e Vista. Se encarga de la presentacion de la informacién. Para ello se crean
plantillas HTML para especificar cbmo se muestran los datos del modelo.

e Controlador. Actia como intermediario entre el modelo y la vista. Tiene como
objetivo manejar las solicitudes del usuario, actualizar la informacion creada
en el modelo y por consecuencia la vista.
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Al crear el proyecto con nombre repositorio se genera el archivo manage.py que sera (til
en la linea de comandos para realizar migraciones en la base de datos para poder lanzar el
servidor, y la base de datos db.sglite3 que contendra toda la informacién sensible.

A su vez se crea una carpeta con el mismo nombre que el proyecto, que entre sus archivos
contendra uno llamado settings.py donde se especifica las aplicaciones instaladas, la ruta de las
plantillas, base de datos y archivos estéticos, entre otros. Ademas, se encuentra el archivo urls.py
gue contendra la configuracion de las rutas de la aplicacion.

El siguiente paso es crear la aplicacion apl que contendra toda la I6gica de programaciéon
para procesar los datos cuando llega una solicitud POST. Los archivos generados son los
siguientes:

¢ models.py: sirve para definir las clases que contendran los variables a utilizar, con su
tipo de datos y relaciones con otros modelos. En este caso se ha creado un solo
modelo que contiene todas las variables enviadas en la solicitud POST y alguna extra
como por ejemplo poder guardar la fecha a la que llega un paquete.

e views.py: es el archivo mas extenso ya que contiene todas las funciones del
programa. En cada una de ellas se procesan las peticiones, se realiza la
correspondiente gestion y se devuelve una respuesta. La forma de mostrar las
respuestas se hace pasando los datos correspondientes a una plantilla HTML, que es
renderizada y se devuelve una respuesta HTTP para que se le muestre al usuario.

e urls.py: crea la relacion entre la direccion URL que se mostrara en la pagina web y la
funcién a la que estara asociada.

e forms.py: sirve para definir los formularios de los datos recibidos para luego hacer las
correspondientes comprobaciones de una forma mas sencilla.

e admin.py: se registran los modelos definidos, que en este caso solo sera uno.

La carpeta media se ha creado con la Unica finalidad de almacenar todas las imagenes
gue son enviadas por parte del cliente. La forma hacerlo se ha establecido que sea mediante
carpetas en funcion de su nombre de usuario para que sea mas accesible su manipulacién y no
haya problemas de solapamiento. Dentro de cada usuario existen subcarpetas en funcién del
proyecto y de la categoria a la que pertenecen las imagenes.
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La carpeta static de la figura 3.2 contiene todos los archivos estaticos como Javascript y
hojas de estilo CSS necesarios para el desarrollo.

Los archivos CSS sirven para dar un estilo a los elementos HTML y cambiar su formato
para que sean mas bonitos para los usuarios. En este caso, se han aplicado una serie de
propiedades, como el formato a los botones para modificar su disefio dependiendo su funcién,
introduccion de colores, cambios en el tamafio de la fuente y margenes en el texto.

Por otro lado, los archivos Javasript estan para la creacion de la tabla principal del
programa, las caracteristicas que lo componen y la funcionalidad de los botones, ya sea para
borrar o descargar proyectos, e incluso mostrar las imagenes al ser seleccionadas. Se llaman
archivos estaticos porque no cambian en ningn momento y son fijos para cualquier interaccién
del usuario.

La ultima de las carpetas creadas es templates, la cual contiene todos los archivos HTML que
se utilizan. Cada archivo HTML define la estructura y el contenido que se mostrara en las
diferentes vistas de la aplicacién. Estos archivos se utilizan para generar las salidas y definir como
se comportan las paginas web.

Para utilizar estas plantillas, se debe llamar a los archivos HTML correspondientes en las
funciones de vista. En estas funciones, se pasan los datos necesarios para el manejo de la
plantilla, lo que permite generar la pagina web dinamicamente. En el proyecto se incluyen diversas
plantillas como, por ejemplo, una para mostrar un formulario de registro, otra para iniciar sesién,
cambiar contrasefias, borrar usuarios y mostrar imagenes, entre otras.

* REPOSITORIO
ap1

media

Repositono

static
templates
db.sglite3

manage.py

Figura 3.20: Estructura proyecto Django
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4. Implementacion

Para probar la aplicacion y comprobar que funciona todo correctamente, es necesario
lanzar el servidor en Django y acceder a la URL de localhost. De esta manera se puede usar el
proyecto entero, pero Unicamente desde el ordenador donde se lanza el servidor, es decir, no
esta abierto al publico. Para convertirlo en un entorno publico y permitir el acceso desde cualquier
dispositivo se alojara en Apache, que es un servidor de codigo abierto de los més utilizados para
alojar aplicaciones web.

Los pasos necesarios para completar el alojamiento consisten en instalar apache para
el sistema operativo adecuado y el médulo de apache mod_wsgi para que se puedan ejecutar las
aplicaciones de Django en el servidor. A continuacién, hay que alojar el proyecto dentro de la
carpeta donde se haya completado la instalacién y modificar el archivo httpd.conf incluyendo las
rutas de las dos instalaciones.

En cuanto a Django, es necesario modificar el archivo wsgi.py que se crea por defecto
vacio e introducir el nombre del proyecto y en el archivo settinggs.py. Compartiendo mi IP publica
se abre el servidor al publico para que la gente lo pueda probar, aunque no es una practica
recomendable. Por lo tanto, a largo plazo es necesario comprar un dominio de internet y que sea
asi la forma en la que accedan los usuarios al servidor.

5. Pruebas

Este apartado servird para conocer de una forma mas visual el funcionamiento del trabajo,
mediante una demo del funcionamiento del servidor explicando cual es el procedimiento para
ejecutar los programas tanto por parte del cliente(scipion) y servidor.

El primer paso de todos sera acceder al servidor y registrarnos introduciendo un nombre
y una contrasefia en la Figura 5.1.
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Please register

Username: |L|nai | Required. 150

characters or fewer. Letters, digits and @/./+/-/_ only.

i

Password:

Password confirmation: [sssesess Enter

the same password as befare, for verification.

Already have an account? Login

Figura 5.1: Ventana de registro

En el caso de que hubiese una discordancia entre la contrasefia y su confirmacién saldria
un mensaje de error en la pantalla. Si completamos este paso correctamente aparecera otra
ventana similar donde habra que introducir el nombre y contrasefia de nuevo para poder iniciar
sesion en la pagina web. Hay que destacar que el proceso del registro no es totalmente
obligatorio, ya que se podran observar los proyectos que se hayan subido de forma publica,
aungue si no se lleva a cabo no se podra subir ninguno.

Una vez iniciamos sesion ya se podra observar todos los proyectos subidos, aunque por
el momento no hay ninguno. Para poder hacerlo es muy importante acceder a la pestafia perfil
en la parte superior de la barra de navegacion para acceder a los datos de nuestro usuario, figura
5.2
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Perfil

User: unai

API_Token: 3b3e9d4831ea31113e714dcb9cbdff9eeleicice

Old password: ||

New password::

New password confirmation: |

Cambiar contrasefia

Figura 5.2: Perfil del usuario

En esta ventana aparece la posibilidad de eliminar la cuenta si ya no queremos que esté
en la base de datos, lo que conlleva que se borren todos los proyectos asociados con ese usuario.
Esta configurado de forma que no existan dos o mas usuarios con el mismo nombre por lo que
no habra problemas si de verdad se quiere eliminar el usuario. También esta la posibilidad de
cambiar la contrasefia introduciendo la antigua y la hueva que gueremos que la sustituya.

La parte importante de la informacion que aparece es la que corresponde con API_Token.
Este valor se genera de forma automatica al registrarse en la pagina, y al igual que con los
nombres, no habra dos iguales. Cabe destacar que, si se borra el usuario, el token lo hara de
forma automatica y ya no sera util. Es un parametro esencial ya que sin él no se podra enviar
ningun tipo de informacion.

Una vez ya tenemos el token generado es momento de acceder a scipion y en la interfaz
del protocolo donde se introduce el volumen para generar los datos. Los parametros que hay que
rellenar son los siguientes:

El primero de todos llamado Upload data sirve para saber si el programa ha de hacer la
solicitud POST y enviar los datos. Esto se hace por si el usuario quiere asegurarse primero que
los datos se generan correctamente y que no existen fallos en el cédigo a la hora de generar
imagenes. En nuestro caso habilitamos la casilla para que si se llame a la funcion de envio de
datos.

En el segundo parametro API_Token hay que introducir el token mostrado en la Figura
5.2. Si no se rellena el campo o el valor introducido es incorrecto, saltard una excepcion diciendo
gue el token no es valido ya que no existe en la base de datos de Django.
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La ultima opcion para rellenar Make entry public sirve para saber si el usuario quiere que
los datos que se envien se suban de forma publica o privada. Si los hace publicos, cualquier
persona que se haya registrado o no, puede verlos, y por el contrario de forma privada solo lo
puede ver la persona que inicie sesion con el nombre de usuario asociado al token. En este
ejemplo se habilitara la casilla para que se suban de forma publica tal y como se muestra en la
figura 5.3.

ﬁ Protocol Run: UsedItemsTracker o[BS
6 emfacilities - Track used items finished (cite @ Help
o0 |
Run name emfacilities - Track used items & Comment #&

Run mode * Continue  Restart @ Host |I0calhost ﬂ
Parallel ™~ Threads © MPI 1 @ Use a queue engine? © Yes & No P ;]
Wait fari - @

ExpertLevel ~ nomal @ Advanced

Input] Tracking]

Input volumes ¢ryosparc2 - 3D homogeneous refinement (copy).outputVolume Q) &

Saveimages as JPG & Yes  No
Upload data? & ves  No
API token [ff24163f8dcabdeaab0e07a02969e00ea951 3afc

Make entry public? & ves  No

[
.

Figura 5.3: Protocolo Track used items. Parte 2 de 2.

Cuando el proceso termine y nos aseguremos que no se haya lanzado ningun error en la
interfaz de scipion, es momento de volver al servidor, para empezar a ver toda la informacion del
proyecto.

En la Figura 5.4 podemos observar una tabla en la que se muestran todos los proyectos
asociados al usuario y la entrada de dicho proyecto con todas sus caracteristicas separadas por
columnas. En la primera, se muestra la fecha con dia, mes y afio en la que el proyecto fue
mandado. La segunda indica el nombre del proyecto y actia como un enlace para mostrar las
carpetas que lo componen.

El bot6n azul permite al usuario poder descargar la carpeta del proyecto en formato .zip
en su escritorio con todas sus imagenes.
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El apartado descripcion otorga una breve informacién de cudles son las categorias que
tiene y cuantas imagenes hay en cada una de ellas. El resto de las columnas dan informacion
del propietario del proyecto, del valor del voltaje del microscopio con el que adquirieron las fotos
y el tamafio del pixel. Ademas, existe un botdn rojo que permite la opcion de eliminar un proyecto
si ya no queremos que se muestre en el servidor. La Unica condicién para poder hacerlo es que
el nombre del usuario que tiene la sesién iniciada sea igual al nombre del propietario del
proyecto.

Existe la opcidon de buscar y filtrar por nombre o pardmetros para facilitar la navegacion
y blsqueda de proyectos para usuarios que tengan un alto volumen de entradas.

Private Public Perfil unai & Lo

Show| 10 v entries Search:

A

Fecha Proyecto Descripcion Autor Resolucion Voltaje Borrar

» notUsedClasses2D
(33)
» notUsedParticles
(1359)
o » usedCTFs (30)
2023-04- Workflow_picking_10248 . usedClasses2D unai 0.495 Alpx 300 kV m
18 & ] (16)
» usedMicrographs
(30)
» usedParticles
(3868)

Showing 1 to 1 of 1 entries Previous 1 Next

Figura 5.4: Proyecto mostrado interfaz web
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Si accedemos al nombre del proyecto, este nos llevara a la ventana mostrada en la figura
5.5 que contiene el nombre del proyecto, el identificador del protocolo de scipion ejecutado y un
directorio por cada categoria que permite ver las imagenes una por una. En este caso se
despliega la casilla de particulas y usadas para que aparezca un listado de todas las imagenes
con su nombre. Al igual que el proyecto entero, incluye la opcién de descargar la carpeta indicada,
ya que es posible que un mismo proyecto incluya la ejecucién de varios protocolos distintos y no
gueramos que se nos descarguen imagenes que no nos sean Utiles.

Workflow picking 10248

[ 070775 _UsedltemsTracker Y

notUsedClasses2D
notUsedParticles
usedClasses2D
usedCTFs
usedMicrographs

usedParticles

00009

Figura 5.5: Categorias e imagenes de un proyecto
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6. Conclusiones y Trabajo futuro

6.1 Conclusiones

En conclusién, el proyecto ha logrado su objetivo de crear un repositorio de datos para
scipion mediante un protocolo eficiente que permite la creacién y el envio de los datos.

Se ha desarrollado un servidor con su respectiva API para mostrar la informacion a los
usuarios. Este trabajo de fin de grado ha permitido adquirir una valiosa experiencia en el
desarrollo de soluciones tecnolégicas innovadoras para la gestidon de datos cientificos como, por
ejemplo, frontend y backend de una aplicacién web desarrollada desde 0.

Ademas, el proyecto ha seguido los pasos necesarios para la reconstruccion de un
volumen 3D a partir de la importacién de imagenes. El protocolo desarrollado ha sido eficiente y
ha permitido distinguir los datos utilizados de los que no, lo que ha permitido la creacion de un
repositorio de datos preciso y til para el desarrollo de nuevos métodos gque requieran de datos
etiquetados (aprendizaje supervisado). La API desarrollada en Django ha sido clave en la
recopilacién y tratamiento de los datos, creando un servidor que facilita su acceso y uso en futuras
investigaciones cientificas.

6.2 Trabajo futuro

Una posible via de mejora en cuanto a scipion podria consistir en ofrecer un
mantenimiento continuo al plugin del protocolo ustilizado, para mejorar la optimizacién de los
resultados en cuanto al tiempo de ejecucion.

Asimismo, en cuanto al servidor es importante considerar la seguridad y llevar a cabo
mejoras que permitan controlar de forma mas exhaustiva que no puedan subirse archivos
maliciosos. Por otra parte, se deberian realizar revisiones periddicas a la cantidad de memoria
usada de la base de datos, asegurandose de que se encuentre en Optimas condiciones. Esto
permitiria garantizar la integridad de los datos y evitar problemas de rendimiento a largo plazo.
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