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RESUMEN

La biologia estructural, cuyo objetivo es la determinacién de la estructura
tridimensional de los complejos macromoleculares y orgénulos celulares sometidos a
estudio, tiene un gran interés debido a que la funcién que realiza una proteina en el
interior de una célula estd muy ligada a la estructura tridimensional que adquiere en el
espacio, por lo que gracias a la reconstruccion de estas estructuras es posible el estudio
y la investigacion de nuevos farmacos basdndose en las funciones que realizan estas
proteinas en el organismo. El andlisis de los orgdnulos celulares proporciona el contexto

adecuado en el que se desenvuelven estas proteinas.

En este contexto, la tomografia electronica de transmision (TEM) y la
tomografia de Rayos-X (TomoX) son técnicas que permiten, a partir de un conjunto de
pasos, obtener una tomografia a partir de una serie de proyecciones tomadas a partir de
un microscopio electrénico en el caso de TEM 6 a la exposicién de la muestra a Rayos-

X en el caso de TomoX.

Existes diversos programas y paquetes software cuyo objetivo es el de obtener
las reconstrucciones tridimensionales de organulos celulares a partir de una serie de
proyecciones bidimensionales. Durante este proyecto, el alumno se ha integrado en el
equipo de desarrollo de Xmipp (CNB-CSIC) para colaborar activamente en la
implementacion del software TomolJ, desarrollado por los miembros del Instituto Curie
(Paris) y que permite, desde una unica interfaz realizar todos los pasos que se realizan
en tomografia para llevar a cabo la reconstruccién tridimensional de la muestra, con el
objetivo de integrar funcionalidad del paquete Xmipp en este software para mejorar su

rendimiento y prestaciones.

Concretamente, el alumno ha integrado en el programa TomoJ la capacidad de
trabajar con series de proyecciones procedentes de Tomo-X, algoritmos de
preprocesado de imdgenes como filtros gaussiano y mediano o correcciéon Gamma entre
otros, asi como el algoritmo de reconstruccién Tomo3D, utilizado por Xmipp, y que
obtiene buenos resultados en un tiempo computacional considerablemente inferior a los
obtenidos a través de algoritmos de reconstruccion convencionales.

i



Junio 2012 - Integracién de diferentes paquetes de tomografia electrénica - JSJ

ABSTRACT

The structural biology, aimed at determining the three dimensional structure of
macromolecular complexes and cellular organelles under study, is of great interest
because the function that performs a protein inside a cell is closely related to the
acquired three-dimensional structure space, so thanks to the reconstruction of these
structures is possible to study and research of new drugs based on the functions
performed by these proteins in cells. The analysis of cellular organelles provides the

proper context in which they operate these proteins.

In this context, transmission electron tomography (TEM) and X-ray
tomography (TomoX) are techniques that enable, from a set of steps, to obtain a
tomography from a tilt-series taken from a electron microscope in the case of TEM or

exposure of the sample to X-rays in the case of TomoX.

Some software programs and packages aimed to obtain three-dimensional
reconstructions of cellular organelles from a series of two-dimensional projections.
During this project, the student has been integrated into the development team of Xmipp
(CNB-CSIC) to collaborate actively in the implementation of TomolJ, software
developed by the members of the Institut Curie (Paris) and allows, from a single
interface to perform all steps that take place in tomography to perform the three-
dimensional reconstruction of the sample, with the aim of integrating the package

Xmipp functionality in this software to improve its performance and benefits.

Specifically, the student has integrated into the program TomoJ the ability to
work with tilt-series from Tomo-X, image pre-processing algorithms such as Gaussian
and Medium filters and Gamma correction among others, as well as the reconstruction
algorithm Tomo3D used by Xmipp, with which we obtained good results in a
computational time significantly lower than those obtained through conventional

reconstruction algorithms.
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INTRODUCCION

1.1 Introduccion a la biologia estructural

En la actualidad, la biologia molecular permite el estudio y el conocimiento de
los componentes elementales en el desarrollo de la vida celular. Su objetivo es la
caracterizacion de los complejos moleculares (proteinas, DNA, RNA, asi como sus

complejos macromoleculares) y su interrelacion.

En el amplio campo de la biologia molecular se sitia la biologia estructural,
cuyo objetivo es la determinacion de la estructura tridimensional de los complejos
macromoleculares sometidos a estudio. Este campo tiene un gran interés debido a que la
funcién que realiza una proteina en el interior de una célula estdi muy ligada a la
estructura tridimensional que adquiere en el espacio, sin desdefar por ello otros
factores claramente importantes como pueda ser su composicién bioquimica. Por lo
tanto el conocimiento de la estructura de las proteinas y células es necesario, por

ejemplo, para el disefio de medicamentos cuyos objetivos son proteinas especificas

La unidad de medida que determina la calidad de la reconstruccién
tridimensional es la resolucion, que mide el nivel de detalle que contiene la estructura,
mads concretamente la menor distancia que separa dos puntos permitiendo distinguirlos
como separado. Una alta resolucién permite la posibilidad de interpretar la estructura

con un alto nivel de detalle, y esto es imprescindible para obtener su funcion.

Para obtener la conformacion estructural que presentan las macromoléculas en
el espacio se siguen diferentes aproximaciones, la primera de ellas consiste en predecir
su estructura en base a una informacion a priori de los datos bioquimicos que poseen
tales como su secuencia de aminodcidos, funcién o familia por medio de la resolucion
de ecuaciones complejas que definen la interaccion de los diferentes dtomos que
componen la macromolécula. La segunda de ellas, permite la reconstruccién de la
molécula utilizando para ello distintas técnicas biofisicas como son la cristalografia de
rayos X, la espectroscopia por resonancia magnética nuclear y la microscopia

electrénica de transmisién. Cada una de estas técnicas tienes sus limitaciones, y, por
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tanto, su rango de aplicacién: los rayos X permiten la obtencién de informacién
estructural a muy alta resolucion con la condicién de que la molécula de estudio pueda
ser cristalizada, por lo que su rango de aplicacién estd limitado a macromoléculas con
un peso molecular bajo (Gnicamente con moléculas con peso molecular inferior a
30kDa. La resonancia magnética nuclear también permite la obtencion de datos a alta
resolucion, pero con unas limitaciones de tamafio mucho mayores que en rayos X. A
diferencia de estos, la microscopia electrénica de transmisién no presenta limitaciones
en cuanto al tipo de espécimen a tratar, se necesita menor cantidad de muestra y no
requiere un estado cristalino de la muestra. Sin embargo, tiene el inconveniente de que
la resolucién alcanzada con esta técnica es menor que en los otros casos. Este
impedimento se puede paliar, no obstante, a través de potentes algoritmos de
procesamiento de imagen y de teoria de la sefial. Es en este campo donde los ingenieros
informadticos y de telecomunicaciones juegan un papel crucial en la biologia estructural

y, por tanto, éste serd el tema de estudio a lo largo de este proyecto.

1.2 Introduccion a la microscopia electronica de transmision

Como ya se ha introducido en la seccion anterior, la microscopia electronica de
trasmision es una técnica estructural de baja-media resolucion que cada vez se perfila
mds como una herramienta poderosa para realizar estudios estructurales a media-alta
resolucion. Su funcionamiento es similar al de la microscopia Optica salvo por el hecho
de que el haz de luz incidente no se compone por fotones de una determinada longitud
de onda sino que son electrones acelerados por una considerable diferencia de potencial,
la energia cinética adquirida es la que les confiere su poder resolutivo al llevar asociadas

longitudes de onda muy inferiores a las de la luz visible ultravioleta.

Otro factor limitante de la resolucién en la reconstruccién tridimensional de
particulas aisladas es la variabilidad biol6gica. Para realizar tal reconstruccién se
combinan imégenes de proyeccion procedentes de multitud de distintas
macromoléculas, supuestas todas iguales en forma. No obstante, esto no es sino una

aproximacion puesto que diferencias en el agente de tincién o de su entorno pueden

4
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modificar ligeramente la estructura flexible de la proteina en estudio. Ademas debemos
mencionar la accién destructiva que la radiacién electronica ejerce sobre la muestra
bioldgica. Dicha destruccién impide la visualizacién de detalles estructurales de alta
resolucion, por lo que para minimizar su impacto y obtener imdgenes de alta calidad se
disminuye la dosis de radiaciéon empleada, sin embargo estas micrografias con menor

dosis también presentan un menor contraste.

Las micrografias obtenidas por microscopia electronica se caracterizan por un
bajo contraste de la sefal frente al ruido, presentando una relacion sefial a ruido, SNR,
por debajo de 1/2 y por una resolucién muy por debajo de la tedrica impuesta por las

limitaciones del microscopio.

La tomografia electrénica permite reconstrucciones tridimensionales de un
objeto simple una vez realizada la adquisicién de la serie de inclinacidn (tilt series),
correspondiente al conjunto de proyecciones 2D de este objeto simple, realizando
rotaciones sobre la muestra a lo largo del eje de inclinacién. A diferencia de éstas,
cuando la muestra estd compuesta de multiples copias de un mismo objeto, como es el
caso de proteinas y complejos macromoleculares, la estrategia de la coleccion de datos y
la reconstruccion tridimensional es diferente y necesita del cdlculo de un mapa de
promedios 3D. De nuevo, en este contexto pueden aparecer diferentes aproximaciones,

dependiendo de la simetria interna de las particulas y la organizacion regular de éstas.

Como ya se ha ido mencionando a lo largo de este apartado, la microscopia
electrénica presenta una serie de limitaciones que dificultan el hecho de poder obtener
una alta resolucion de reconstrucciones tridimensionales, impedimentos, sin embargo,
que en su mayoria pueden solucionarse aplicando poderosos algoritmos de procesado de
imagenes. Ejemplos de estos problemas son los dafios producidos por radiacién sobre la
muestra, heterogeneidad estructural de la muestra, ruido aditivo debido al microscopio o

aberraciones producidas por el microscopio.
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1.3 Introduccion a la reconstruccion tridimensional

Durante el desarrollo de este capitulo veremos de forma general los pasos
necesarios para realizar una reconstruccion tridimensional a partir de las muestras de
laboratorio. Desde el momento en el que se digitaliza la muestra para poder ser
interpretada por un ordenador hasta que se aplican los algoritmos de reconstruccion.
Son muchos y diferentes los algoritmos, métodos y herramientas los que se utilizan para
llevar a cabo cada uno de los pasos que se van a citar a continuacién, sin embargo, para
llevar a cabo una reconstruccion tomografica con EMT es necesario realizar todos estos

pasos.

Como veremos, algunos de estos pasos estan fuera del alcance del proyecto,
por lo que a lo largo del proyecto nos centraremos unicamente en aquellos
implementados en el software TomoJ. Sin embargo, conviene comentarlos para no

perder una visién general de como se realiza el proceso de reconstruccion.

La técnica matemética conocida que resuelve la estructura tridimensional de la
macromolécula que generdé proyecciones con las que trabajamos en TEM es conocida
como tomografia, y existen muchas aproximaciones a la solucién de este problema asi
como diferentes algoritmos de reconstruccion que estudiaremos a lo largo de este

proyecto.

Sin embargo, son muchas las etapas por las que pasa un conjunto de
micrografias antes de producir una estructura tridimensional, que son comunes a todas
las técnicas y algoritmos que permiten realizar la reconstruccion tridimensional. Un
breve repaso del estado actual de las mismas contextualizard convenientemente este

proyecto.

1.3.1 Adquisicion de datos

La colecciéon de datos a partir de la cual se realizard la reconstruccion
tomografica, consistird en una serie de proyecciones bidimensionales de la misma
muestra que han sido tomadas rotadas gradualmente sobre un eje perpendicular al haz

de electrones. Es importante recalcar ademas que antes de realizar dichas proyecciones
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la muestra debe ser protegida frente a la radiacién generada por el microscopio, en otro
caso, la interaccion entre la muestra y el haz de electrones dafard su estructura, para ello
se utilizan métodos como Cryoelectron microscopy (cryo-EM), técnica con la que no

nos extenderemos por no formar parte de los objetivos del proyecto.

A)

| |Paralle| electron
beam source

% Detector

Fig. 1.1: Principios de la adquisicion de datos en microscopia electréonica de transmision.

El haz de electrones (electron beam) y el detector son estacionarios, mientras
que la muestra es rotada con un dngulo de inclinacién constante que rota sobre un eje

perpendicular al haz de electrones, tal y como podemos observar en la figura [1.1].

Para hallar la serie de proyecciones bidimensionales hemos de partir de la
suposicion de que el espécimen estudiado es relativamente fino con respecto a la
profundidad de foco del microscopio, Weak Phase Object, y, de esta forma se puede
demostrar que la imagen adquirida es una imagen de proyeccién. Un ejemplo cotidiano

de imédgenes de proyeccion son las obtenidas por radiografia convencional.

Suponiendo que la micrografia se encuentra en soporte fotografico, el primer
paso hacia una reconstruccion tridimensional consiste en la digitalizacion correcta de la

misma de forma que pueda ser tratada por un ordenador.

Posteriormente se procede a la seleccidon y extraccion de aquellas regiones

dentro de la micrografia que efectivamente corresponden a proyecciones de la proteina
7
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estudiada, obteniendo de esta forma las proyecciones bidimensionales a partir de las

cuales trabajaremos en el resto del ciclo de reconstruccion.

1.3.2 Normalizacion

A continuacidn se realiza una normalizaciéon de las imdgenes de proyeccion
con el objetivo de homogeneizar los niveles de densidad de gris de imagenes

procedentes de distintas micrografias.

El conjunto de proyecciones utilizado para la reconstruccién de un espécimen
puede llegar a tener varios miles de particulas provenientes de diferentes micrografias,
las cuales han sufrido distintas condiciones de exposicion en el microscopio, revelado y
digitalizacion. El efecto de estas diferencias es observable en ligeras diferencias entre el
contraste de las micrografias. Incluso dentro de una misma micrografia se pueden

observar variaciones importantes de contraste.

Existen diferentes tipos de normalizaciéon que se realizan en tomografia
electrénica tridimensional, este tipo de normalizacién se escoge dependiendo de la

variabilidad del conjunto, donde las mas comunes son estas dos:

® Zero-One, que aplica una media de cero y desviacion tipica de uno sobre

todas las proyecciones de la serie.

e Electron tomography, que aplica una media de cero y una desviacion

tipica que varia en funcién del coseno del dngulo de inclinacién.

1.3.3 Pre-procesado

La primera etapa de procesado se realiza en 2D tratando de mejorar la calidad
de las imdgenes obtenidas a partir de la mejora del factor SNR (relacién sefial a ruido)
de la serie de proyecciones. En primer lugar, basidndose en el hecho de que la
transformada de Fourier de una sefal periddica es nula salvo en un conjunto de 0’s

(llamados spots o reflexiones) podemos realizar un fuerte filtrado del ruido.



Junio 2012 - Integracién de diferentes paquetes de tomografia electrénica - JSJ

Este ruido es causado principalmente por un muestreo insuficiente de de la

dispersion de electrones desde la muestra y por las imperfecciones en el detector.

Ademds, en muchos casos es conveniente enventanar las imdgenes para
eliminar aquellas zonas en las que, con seguridad, no hay proyeccion de la proteina. De

este modo se elimina parte del ruido.

Para eliminar este ruido, los diferentes programas y paquetes software que
permiten realizar reconstrucciones tomograficas permiten realizar diferentes tipos de
filtrado con el fin de mejorar la relacion sefial a ruido. Estos filtros los estudiaremos

detenidamente en los capitulos [2.3.2] y [2.5].

1.3.4 Alineamiento

Durante el desarrollo de este paso, el objeto es centrado y alineado
rotacionalmente con respecto al eje principal y la direccién de proyeccion de cada

imagen es determinada para toda la serie.

Existen dos técnicas diferenciables a la hora de determinar la posicién y
orientaciéon de las proyecciones bidimensionales en el espacio tridimensional: El
alineamiento con referencia (reference-based) y el alineamiento sin referencia
(reference-free). Los algoritmos reference-free son usados para determinar los
parametros de alineamiento para obtener un primer modelo tridimensional de baja
resolucion. Ejemplos de estos algoritmos son el método de los momentos (Gelfand y

Goncharov 1990) y random conical tilt series (Radermacher 1987).

Por su parte, los algoritmos reference-based requieren un modelo
tridimensional de referencia para perfeccionar de manera iterativa los parametros de

alineamiento y para obtener un modelo tridimensional de alta resolucidn.

En tomografia, todas las proyecciones de una serie comparten una linea comiin
correspondiente al eje de inclinacion, por lo tanto, la determinacién de este eje es
esencial para llevar a cabo la reconstruccion. Idealmente, la muestra no se ha movido

durante la adquisicion de datos y, por lo tanto, la orientaciéon de los angulos de

9



Junio 2012 - Integracién de diferentes paquetes de tomografia electrénica - JSJ

inclinacién pueden ser obtenida como una linea comun presente en todos los espectros
de potencia de la serie. Sin embargo, en la préctica este caso ideal no se da, por lo que
se tiene que realizar un alineamiento traslacional y rotacional de las proyecciones para
determinar la orientaciéon del eje de inclinacién debido a las desviaciones que se

producen durante el proceso de adquisicion de datos.

El proceso de alineamiento suele realizarse a través del alineamiento de
pequenas particulas de oro que se encuentran en la muestra, que sirven como puntos de
referencia bien definidos (fiducial markers). Sin embargo, en algunas ocasiones estas
marcas no son visibles o, simplemente no se encuentran. De forma alternativa, se
pueden usar como puntos de referencia las esquinas de las imdgenes o, incluso, el
contenido de la informacién de la imagen se puede utilizar a través de la correlacion

cruzada.

Ha sido demostrado que la informacién de la imagen es la informacién mds
valiosa en el registro de la imagen, por lo tanto, los algoritmos que utilizan la
correlacion cruzada con un volumen de referencia o técnicas similares son los que
proporcionan los mejores resultados y, por ello constituyen el alineamiento estdndar en
microscopia electrénica de particulas individuales. Sin embargo, cuando se realiza el
alineamiento de una serie de proyecciones no existe un volumen previo que pueda ser
utilizado como referencia y, por esta razon, el algoritmo empleado debe de realizar el
alineamiento con informacion exclusiva de la propia serie. Existen tres posibilidades

diferentes para utilizar la correlacién cruzada en este contexto.

La primera de las alternativas es la de alinear secuencialmente la primera
imagen con la segunda, la segunda con la tercera y asi sucesivamente. Esta
aproximacién compara imagenes similares, y tiene el gran inconveniente de que puede
producir grandes derivas (causadas por la propagacion de errores) en los pardimetros de

alineamiento dando lugar a estimaciones inexactas del eje de inclinacion.

La segunda alternativa consiste en utilizar la correlacién cruzada para realizar
un seguimiento de las caracteristicas de las diferentes proyecciones. Estas caracteristicas

se definen como puntos de referencia en las imdgenes (como puedan ser cambios de
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contraste, bordes o esquinas), que son buscados realizando la correlacion cruzada en
proyecciones vecinas. Esta funcion de seguimiento permite definir los marcadores que

son visibles en una séla subsecuencia de la serie.

Por tltimo, la tercera alternativa construye una reconstruccién aproximada de
la tomografia y realinea la serie de proyecciones con respecto a la reconstruccion

aproximada.

El proceso de alineamiento no siempre proporciona una serie totalmente
alineada, por lo que hay que realizar comprobaciones antes de pasar al proceso de
reconstruccién, ya que pueden existir variaciones de alrededor de cinco grados entre

proyecciones.

Para llevar a cabo el alineamiento, cada programa o paquete software de
reconstruccién implementa sus propios algoritmos, permitiendo al usuario realizar el
alineamiento de la serie de forma automdtica o manual. En el capitulo [2.3] veremos

como se realiza este alineamiento en el programa TomoJ y qué alternativas propone.

1.3.5 Asignacidon angular

La asignacién angular es una pieza clave en el proceso de reconstruccion, ya
que permite fijar el dngulo de inclinacién desde el que se ha tomado cada proyeccion.
En ciertas ocasiones, estos valores son conocidos por el usuario, por lo que Gnicamente
tendra que fijarlos en el programa de reconstruccién que esté utilizando, 6 puede que, en
algunos casos, los propios ficheros de datos ya contengan esta informacién, tan y como
ocurre en los ficheros SEL. Este proceso se realiza habitualmente indicando el dngulo
de inclinacién de la primera proyeccion y el indice de salto angular que se va a tomar

entre dos proyecciones consecutivas.

Si los dngulos de inclinacion son desconocidos, pueden ser obtenido por medio
de dos procedimientos diferentes. El mds sencillo, basado en la transformada de Fourier
de la serie de proyecciones requieren unos puntos de referencia bien definidos (fiducial

markers) como pueden ser particulas de oro. El dngulo de inclinacion es definido por la
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linea vertical que cruza la densidad espectral de potencia que se muestra en la pantalla y

la linea de inclinacién que aparece sobre ella.

El segundo procedimiento utiliza las coordenadas de un conjunto de puntos
seleccionados de los puntos de referencia. Estas coordenadas se utilizan para obtener
por medio del método de regresion lineal la ecuacion de la recta perpendicular al eje de
inclinacién. Esta recta representa la direccion media de los desplazamientos. De esta
forma, el eje de inclinacién se obtiene como la recta perpendicular a la recta de

desplazamiento promedio.

1.3.6 Reconstruccion

El dltimo paso de este proceso es el de realizar la reconstruccién tridimensional
de la serie. Para ello, la serie debe de estar bien alineada y los dngulos de inclinacién
bien fijados, sélo asi obtendremos una reconstruccion tridimensional que se corresponda

con la serie de proyeccion.

Existen multitud de algoritmos de reconstrucciéon tomografica aunque la
mayoria de ellos se pueden clasificar en dos grandes categorias: métodos transformados
y métodos basados en una expansion en serie del volumen a reconstruir. Los primeros
resuelven el problema en base a invertir o pseudo-invertir una estimacion de la
expresion de dicho volumen en algin dominio transformado, tipicamente el espacio de
Fourier. Para ello, se encargan de estimar convenientemente la expresion transformada
del volumen solucién y de realizar la transformada inversa correspondiente, teniendo en
cuenta que tan sOlo se pueden proporcionar soluciones aproximadas para evitar las
inestabilidades numéricas de la soluciéon exacta asociadas al hecho del posible

desconocimiento de alguna regién del mencionado espacio transformado.

Los algoritmos del segundo grupo aproximan el volumen solucién por una
serie de funciones base desplazadas en el espacio y correctamente ponderadas, por lo
que su cometido es el de tratar de encontrar los pesos adecuados para cada una de las

funciones base atendiendo a la minimizacion de algin funcional.
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Entre los algoritmos del primer grupo destacan la inversion directa de la
transformada de Fourier y el método de retroproyecciéon ponderada (WBP, Weighted
BackProjection). Estos algoritmos se basan en el teorema central del limite, segin el
cual, cada proyecciéon obtenida en el microscopio constituye una medida de la
transformada de Fourier del volumen a reconstruir, por ello, si colocamos
apropiadamente dicha estimacion en el espacio de Fourier tridimensional y hacemos la
transformada inversa de Fourier obtendremos una estimacién del volumen que

constituye la estructura tridimensional de las proyecciones obtenidas.

Existen multitud de variantes a estos dos métodos que buscan cudl es la mejor
forma de interpolar aquellos valores del espacio de Fourier tridimensional que no han
sido medidos por ninguna proyeccién, otros trabajan con transformadas de Fourier en
coordenadas cilindricas debido a que en dicha geometria pueden expresarse mejor

ciertas caracteristicas de los datos.

WBP (Weighted BackProjection) (Rademarcher 1992) es el algoritmo de
reconstrucciéon mads utilizado entre los programas y paquetes software que permiten
realizar reconstrucciones tomograficas, ya que es el algoritmo que menos tiempo
computacional requiere. Este algoritmo compensa las bajas frecuencias en el dominio de
Fourier multiplicando la Transformada de Fourier de cada proyeccién bidimensional por
una funcién ponderada a partir de los pesos obtenidos y sumédndoles la Transformada de

Fourier inversa de las proyecciones ponderadas.

En el segundo grupo de algoritmos podemos encontrar la mayoria de los
algoritmos de reconstruccion iterativos. Su principal caracteristica es que trabajan en el
espacio real y que realizan una aproximacion gradual de la solucién, por contra, este
acercamiento gradual supone un mayor coste en tiempo aunque la existencia de
algoritmos que dan buenos resultados con una unica iteraciéon como ART, (Algebraic
Reconstruction Techniquesis) supone una importante reduccién del tiempo de computo
acercando los algoritmos iterativos al nivel de los métodos transformados en cuanto a
tiempo de ejecucion se refiere. Los algoritmos basados en expansion del volumen
solucién permiten la inclusiéon de restricciones espaciales de manera més sencilla que

los métodos transformados.
13



Junio 2012 - Integracién de diferentes paquetes de tomografia electrénica - JSJ

Habitualmente estos algoritmos de expansion minimizan una funcién en el que
participan la discrepancia entre las proyecciones experimentales obtenidas y las
proyecciones obtenidas a partir del volumen solucién en esa misma direccién. Sin
embargo, se pueden afnadir términos adicionales a dicho funcional que minimicen algtin
aspecto que se considere importante como puede ser la varianza de la solucién 6
términos que realzan los bordes basdndose en gradientes. En esta linea encontramos
métodos como ART y SIRT (Simultaneous Iterative Reconstruction Technique), 10s

cuales, al igual que WBP, son los més utilizados entre los programas de tomografia.

1.3.7 Post-procesamiento

Es posible realizar mejoras sobre una reconstruccién ya realizada, basadas
basicamente en el refinamiento del alineamiento de la estructura. Existen diversos
algoritmos que permiten refinar la orientacion y el posicionamiento de imégenes de

particulas con respecto a un volumen de referencia.

Existen dos tipos de estos algoritmos, los cuales estiman los pardmetros de
alineamiento de una imagen experimental minimizando la diferencia entre ésta y las

proyecciones bidimensionales del volumen de referencia.

El primer tipo de algoritmos muestrea el espacio de los dngulos de prueba y el
espacio de traslaciones de prueba uniformemente comparando la imagen experimental
uUnicamente con las proyecciones de referencia que fueron calculadas utilizando un
conjunto de referencia. En cada iteracion, se obtiene una reconstruccion tridimensional
a partir de imagenes experimentales usando los pardmetros de alineamiento actuales y
este volumen es tomado como referencia en la siguiente iteracion. El muestreo realizado
para obtener el cdlculo de las proyecciones de referencia se reduce gradualmente

durante el proceso iterativo para mejorar la precision de alineamiento.

El segundo tipo de algoritmos de refinamiento no requieren ningin tipo de
parametro para realizar el proceso de muestreo. Las proyecciones de referencia para
realizar la comparacién con imégenes experimentales son calculadas a partir de

parametros de orientacién y posicién determinados por algoritmos de optimizaciéon
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basados en gradientes. Estos métodos obtienen los pardmetros de alineamiento en el
espacio de Fourier utilizando el teorema central del limite. Esto hace que estos
algoritmos sean mds rdpidos que los anteriores pero requieren unos esquemas de
interpolaciéon mds complicados que los primeros, por lo que consumen una gran

cantidad de memoria.

Habitualmente, el refinamiento se realiza utilizando el primer tipo de
algoritmos hasta que este se acerca a la solucién. Después, para realizar un refinamiento
mds répido, una vez que el proceso se acerca a la solucidn, se continua el refinamiento

con el segundo tipo de algoritmos.

Como se puede comprobar, las técnicas de teoria de sefial, procesamiento de
imdgenes y las técnicas matemdticas relacionadas juegan un papel fundamental en el
proceso ya que posibilitan una médxima extraccién de informacién en un entorno nada
favorable como son las imdgenes de proyeccion obtenidas en el microscopio electrénico
de transmisién con todas sus restricciones de muy baja relacion sefial a ruido, SNR, y

ancho de banda frecuencial limitado.

En resumen, podemos definir la etapa de reconstruccién tridimensional como
aquella que pasa de las micrografias como la mostrada en la figura [1.2] a volimenes

como el mostrado en isosuperficie en la figura [1.3]

Figura 1.2: Criomicrografia de ejemplo Figura 1.3:Reconstruccién tridimensional de ejemplo.
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1.4 Introduccion la microscopia de Rayos-X

La técnica de microscopia de Rayos-X permite visualizar células en
condiciones criogénicas con una alta resolucién de entre 50 y 15nm. Este rango de
resolucion la hace situarse entre las microscopias confocal y electronica permitiendo
apreciar con mayor facilidad texturas y objetos tridimensionales que hayan sido
pulverizados metédlicamente antes de su observacién. Para ello, idealmente, esta técnica
reconstruye con coeficientes de absorcion de las proyecciones de la muestra, sin
embargo, las micrografias de rayos X son sélo una aproximacién de las proyecciones
del espécimen, lo que lleva a cometer imprecisiones en el proceso de reconstrucciéon no

se tienen en cuenta la incorporacién explicita de estas aproximaciones.

A diferencia de la microscopia electronica de transmision, las iméagenes
tomadas a partir de TomoX presentan un mayor contraste y un menor ruido, ademads, la
geometria de la coleccion de datos (generalmente de un sélo eje de inclinacién) ayuda a
reducir el espacio de soluciones posibles. Por contra, las imdgenes obtenidas a partir de
TomoX son una aproximacién mds pobre a las proyecciones ideales de la muestra que
las ofrecidas por la microscopia electrénica de transmision, por lo que en este campo, el
reto no es el de mejorar la relacion sefial-ruido de la serie de proyecciones, si no la
caracterizacion del microscopio PSF y su correspondiente incorporacion a los métodos

de reconstruccion.

1.5 Objetivos

Una vez realizada una introduccién acerca de la biologia estructural y mads
concretamente de cémo realizar reconstrucciones tridimensionales a través de la
microscopia electronica de transmision vamos a fijar los objetivos que persigue este

proyecto dentro de este contexto.

La idea inicial del proyecto era la de colaborar en el desarrollo de un nuevo
software elaborado integramente a partir de las herramientas de Xmipp que permitiese
realizar todos los pasos necesarios para realizar reconstrucciones tomograficas desde
una unica interfaz de usuario sencilla. Este tltimo factor, el de la sencillez era la pieza

clave en la que se basaba el proyecto, ya que desde hace afios han sido implementados
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algunos programas similares que no han triunfado debido a la complejidad de sus

interfaces.

La implementacion de este software ya habia sido empezada por los miembros
de Xmipp, tomando por nombre Xmipp_TomolJ, programa que se estaba desarrollando
en lenguaje de programacion Java, utilizando el framework de programacién JNI (Java
Native Interface) para realizar llamadas al cddigo de Xmipp implementado en su
mayoria con el lenguaje C++ y que utilizaba un patrén de diseiio VMC (vista-modelo-

controlador) para separar la interfaz de usuario con los datos del programa.

La idea de este software era la de competir con el programa Tomol,
implementado por los miembros del Instituto Curie y que se encontraba pricticamente
finalizado. Sin embargo, ambas partes acordaron la elaboracién de un software comun
que reuniese toda la funcionalidad implementada ya en Tomol, todas las herramientas,
métodos y algoritmos de Xmipp que pudieran complementarlo, asi como todas las ideas
acerca de esta interfaz que se estaban poniendo en prictica en el proyecto

Xmipp_TomolJ.

De esta forma, a través de este proyecto, el alumno colaborard en la integracién
de cddigo entre TomoJ y Xmipp en los puntos en los que se ha considerado que la
calidad que ofrece Xmipp en el punto en cuestion es superior a la que ofrece el
programa TomoJ. Durante el desarrollo de este proyecto trataremos cada uno de estos
puntos, por qué se ha considerado que es interesante integrarlos en TomolJ, qué ofrecen

al usuario y qué resultados ofrecen.
A continuacioén se citan las funcionalidades que se van a afiadir a este software.

e Capacidad de preprocesar la serie de proyecciones desde la misma
interfaz de usuario. Este preprocesado se puede realizar también a
través de la herramienta Imagel, pero consideramos que serd mas
comodo para el usuario realizar estos pasos desde una tnica interfaz.
Las técnicas de preprocesado que serdn implementadas en TomoJ por
parte del alumno son las siguientes: herramienta de recortado de

imagenes crop, filtros mediano, gaussiano y paso banda, correccién
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Gamma y substract background. Cada una de ellas explicada en el

capitulo [2.5.1]

® Integracion del programa Tomo3D, con el cual se puedrdn realizar
reconstrucciones tridimensionales a partir de una serie bien alineada,
permitiendo realizar dicha reconstrucciéon con diferentes algoritmos. El
funcionamiento de este programa se verd mas detalladamente en los

capitulos [2.3] y [2.5.2].

¢ Integracion de la capacidad de cargar, preprocesar, alinear y reconstruir
series de proyecciones en formato SEL, formato con el que trabaja

Xmipp.

¢ Integracion de funcionalidad capaz de cargar imédgenes de rayos X asi

como de realizar sus reconstrucciones tridimensionales. [2.5.3]

18



Junio 2012 - Integracién de diferentes paquetes de tomografia electrénica - JSJ

2 Integracion de software

2.1 Xmipp

2.1.1 Introduccion a Xmipp

X-Window based microscopy processing package (Xmipp) es un conjunto de
programas especializados en el procesamiento de imdgenes que permite obtener
reconstrucciones tridimensionales de espécimenes bioldgicos a partir de un conjunto de
proyecciones adquiridas a través de microscopia electrénica por transmisiéon (TEM)
[1.1]. Al estar soportado por un equipo muy activo de trabajo, éste estd continuamente
sometido a cambios y se incorporan por tanto con mucha frecuencia nuevas
metodologias para el andlisis de proyecciones de particulas simples, asignacién angular,

reconstrucciones, etc.

Su implementacién en C++ con un disefio jerarquico de estructuras y funciones
bien documentados, ofrece un gran ambiente de trabajo para el desarrollo de nuevos

algoritmos.

Xmipp estd orientado al completo procesamiento de particulas aisladas por
microscopia electronica, desde su adquisicion a su reconstruccién tridimensional.
Proporciona un conjunto de programas para realizar todos los pasos necesarios en el

workflow del procesamiento de imagenes.

Ademds de Xmipp existen otros paquetes de procesado de imdgenes en el
ambito de EM, como por ejemplo Spider (Frank et al., 1996), Imagic (van Heel et al.,
1996), o Eman (Ludtke et al., 1999). Con el objetivo de que Xmipp sea compatible con
otros paquetes software como los nombrados, Xmipp puede leer de forma nativa
cualquiera de los formatos de fichero utilizados por cualquiera de estos paquetes. A
continuacion se explican los puntos a favor que permite comparar Xmipp con el resto de

paquetes software dedicados al procesamiento de imagenes EM:

¢ (Clasificacion de imdgenes 2D y 3D: La clasificacién de imagenes corre

un papel fundamental en el paso de preprocesamiento en EM. Su
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objetivo es el de ordenar la poblacién original en diferente
subpoblaciones homogéneas, produciendo dos ventajas: ayuda a
distinguir las proyecciones que provienen de diferentes especimenes o
por diferentes proyecciones del mismo espécimen y permite agrupar

proyecciones con direcciones de proyeccion parecidos.

e Contrast transfer function (CTF): Xmipp permite la estimacién y la

incorporacion de esta funcion en el algoritmo de reconstruccion. La
estimacion de CTF se realiza usando un modelo paramétrico 2D para
obtener la densidad espectral de potencia seguida de un ajuste 2D de un
modelo tedrico CTF. Una vez estimada esta funciéon Xmipp

proporciona métodos para realizar su correcion.

¢ Asignamiento angular: Xmipp ha desarrollado un potente algoritmo de

asignamiento angular basado en la correlacion de las imdgenes

experimentales.

® Métodos de reconstruccion 3D: Se han desarrollado algoritmos iterativos

de reconstruccién en los cuales las funciones base que se usan para
describir los volimenes no son voxels sino funciones suaves. En estos
métodos, el volumen que va a ser reconstruido es representado como la
suma de los pesos de funciones base, reduciendo el problema de la
reconstruccion a la estimacién de pesos. Esto se realiza en un proceso
iterativo en el que las proyecciones del volumen reconstruido calculado
a través de un modelo de formacién de la imagen se asemejan a las
proyecciones experimentales ofrecidas por el microscopio. Xmipp ha
implementado diferentes algoritmos iterativos de reconstruccion como:
algebraic reconstruction technique (ART, Herman, 1980), simultaneous
iterative reconstruction technique (SIRT, Gilbert, 1972), simultaneous
algebraic reconstruction technique (SART, Andersen and Kak, 1984),
component averaging (CAV, Censor et al., 2001a), block-iterative
component averaging (BICAV, Censor et al., 2001b), y Averaging
strings (Censor et al., 2000).
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e Comparacion objetiva de métodos de reconstrucciéon 3D: El andlisis del
rendimiento de dos algoritmos diferentes en un fundamento clave en el
procesamiento de imdgenes. Xmipp ofrece diferentes aproximaciones
para la comparacion del rendimiento de estos métodos. Estos programas
permiten el disefio de volimenes simulados (ya sea a través de
elementos geométricos como cilindros o conos o a través de estructuras
atomicas PBD), generar proyecciones con cualquier tipo de coleccion
geométrica, afiadir diferentes tipos de ruido, simular el efecto de CTF,
etc. Con el objetivo de evaluar la calidad de los diferentes algoritmos,
su salida puede ser comparada con el volumen original (la

reconstruccion ideal) a través de figuras de mérito.

2.1.2 Estructura de Xmipp

Xmipp es un paquete portable a cualquier mdquina que tenga instalado el
compilador C++ de GNU vy las librerias grificas Qt. En la prictica esto incluye
cualquier maquina UNIX y Windows via Cygwin. Este paquete contiene una jerarquia

de clases organizadas en librerias que implementan toda la funcionalidad del paquete.

En la actualidad, el core de Xmipp estd compuesto por diferentes librerias
separadas por funcionalidad: Libreria de funciones, libreria de programas externos,
libreria de programas Java, libreria de reconstruccion, libreria de clasificacion y libreria

de estructura datos entre otras

La libreria de funciones, proporciona mas de 150 programas distintos. Estos
programas no son mdas que los front-ends de las bibliotecas del nicleo y forman la
interfaz de usuario a través de la linea de comandos UNIX, proporcionando una amplia
gama de herramientas para la comunicacion entre procesos y para la automatizacion de
tareas. Durante la implementacién de este proyecto se han utilizado varios de estos
programas, realizando desde Java llamadas a la linea de comandos de UNIX, algunos de
estos ejemplos son los programas image_convert o xray_import, cuya funcion

explicaremos detalladamente en capitulos [2.5.2] y [2.5.3]
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La libreria de programas externos contiene los ejecutables o las carpetas donde
se ubican los programas con los que interactia Xmipp, como es el caso de ImageJ, muy
interesante para este proyecto ya que la implementacion a realizar se hard como plugin
de este programa. La libreria de programas Java, ubicada en el directorio java de Xmipp
contiene todas las clases Java implementadas en Xmipp, con las clases que permiten
ademas el uso de JNI para realizar llamadas a c6digo C++ de otras librerias de Xmipp

desde Java.

Por otra parte, la libreria de estructuras de datos proporciona estructuras de
datos y funcionalidades como el uso de vectores, matrices, volimenes, transformadas de
Fourier, ficheros Xmipp I/O (selection files), funciones de error, conversiones de tipos,
etc. Mientras que la libreria de clasificacion maneja estructuras de datos y

funcionalidades para dar soporte a los algoritmos de clasificaciéon implementados.

Por dltimo, la libreria de reconstruccion implementa todas las funcionalidades
relacionadas con la obtencién de la estructura tridimensional, incluyendo funciones de
asignamiento angular, deteccioén y correcciéon de CTF, reconstruccion 3D y evaluacion

de la calidad de las reconstrucciones.

Esta jerarquia de estructuras de datos y funciones proporciona a los
programadores una base sdlida para la creacion de nuevos algoritmos relacionados con
el procesamiento de imédgenes. A continuacidén se muestra la jerarquia de paquetes de
Xmipp. Figura . En la que dnicamente han sido incluidas aquellas con las que se ha
trabajado a lo largo del proyecto y sobre la que hablaremos mads detalladamente en el
capitulo [5] en el que veremos qué contiene cada carpeta y para qué que usa en este

proyecto.
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Figura 2.1.2.1: Jerarquia de clases de Xmipp. Unicamente se muestran los

directorios usados durante el proyecto

2.2 ImageJ

ImagelJ es un conocido programa de procesamiento digital de dominio ptblico
programado en Java desarrollado por el Instituto Nacional de la Salud, que ofrece un
gran nimero de posibilidades para el andlisis de imagenes, incluyendo capacidad para
mostrar, editar, analizar, procesar, guardar, e imprimir imagenes de 8, 16 y 32 bits.
Puede leer varios formatos de imagen incluyendo TIFF, PNG, GIF, JPEG, DICOM,
FITS, asi como formatos RAW.

ImageJ puede calcular el drea y las estadisticas de valor de pixel de
selecciones definidas por el usuario y la intensidad de objetos umbral (thresholded
objects). Puede medir distancias y dngulos. Se pueden crear histogramas de densidad y
graficos de linea de perfil. Es compatible con las funciones estindar de procesamiento
de imagenes tales como operaciones logicas y aritméticas entre imdgenes, manipulacién

de contraste, convolucidn, andlisis de Fourier, nitidez, suavizado, deteccion de bordes y
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filtrado de mediana, tal y como podemos apreciar en la figura [2.1] Permite ademads
realizar transformaciones geométricas como ampliar y rotar. Es compatible con
cualquier nimero de imédgenes al mismo tiempo, limitado solamente por la memoria

disponible.

Lo interesante de esta herramienta en cuanto a este proyecto, radica en que se
pueden desarrollar plugins usando el editor incluido en ImageJ y un compilador Java.
Los plugins desarrollados por usuarios permiten amoldarse a las necesidades de cada

uno ofreciendo todas las funciones y algoritmos implementados en ImageJ.

La limitacion principal de este programa, como en cualquier otra aplicacion
software Java, es el tratamiento de la memoria RAM. La tomografia electronica requiere
un alto uso de memoria, que estd limitada debido a los procesadores de 32-bit de Java.
En el caso de trabajar con gran cantidad de datos la maquina requiere procesadores de

64-bit y, al menos, 4 Gigabytes de memoria RAM.

Smooth Ctri+Maylsculas+s
Sharpen

Find Edges

Find Maxima...

Enhance Contrast

Moise
Shadows
Binary
Math
FFT
Fiv=rs Conwvolve. ..
Batch Gaussian Blur...
Image Caleulator.., Median...
Subtract Background... M??”---
Repeat Command Ctrl+Maydsculas+R Mlnlmum...
File Edit Image | Process Anale  Plugins  Window Masimurm. ..
Unsharp Mask...
8 cla[o]Jaf+/x]aa]al ] | [7]4]8] vamnce..

Color picker (0,0,0) Show Circular Masks...

Figura 2.1: Interfaz de usuario de Image].
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2.3 TomoJ

2.3.1 Introduccion a TomoJ

Tomography software for three-dimensional reconstruction in transmission
electron microscopy (TomolJ) es un plugin para el programa de andlisis de imigenes
Image] que proporciona una interfaz para el preprocesamiento, alineamiento,
reconstruccién y combinacion de multiples volumenes tomograficos, incluyendo los
mads recientes algoritmos de reconstruccion, tanto algebraicos como iterativos, asi como

la técnica WBP (weighted back-projection)

Como plugin de Imagel, TomoJ mantiene todas las ventajas de ImageJ en
cuanto al andlisis de imagenes, ofreciendo ademads una féicil instalacion, portabilidad (al
estar implementado en Java puede correr en distintos sistemas operativos) y la

simplicidad que ofrece su interfaz de usuario.

En cuanto a la lectura y escritura de ficheros, TomoJ mantiene todos los
formatos que proporciona ImagelJ, afadiendo ademas el formato estindar de imdgenes

de microscopia electronica MRC y SPIDER.

Para realizar la instalacion de este software previamente deberemos instalar el
programa ImageJ y acto seguido copiar el fichero de distribucion TomoJ_.jar en el

directorio plugins de ImageJ.

Como ya hemos mencionado en capitulos anteriores, TomolJ serd el programa
base de este proyecto, ya que a partir de él se implementardn funciones extras

implementadas en Xmipp para aumentar su funcionalidad.
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2.3.2 Interfaz de usuario de TomoJ

Una vez cargada una imagen a partir de ImagelJ, podemos abrir el plugin
Tomol a partir de la pestafia plugins de la interfaz de ImagelJ, lo cual abrird la interfaz

de usuario del plugin TomolJ. (ver figura 2.3.2.1)

File  Edit Image Process Analze | Pluginsg Window Help
(= Sl e P P E R AN PN EN ] it < EE
Color picker (0,0,0) Utilities >

[ ey L=

Compile and Run...

30 Viewer
Masks Tool Bar
Flot]

Frocess

|T0moJ
Transform)

|Tornoj

Aberrant_pixel_removal
Elongation_Correction_Tomography
Box3D Extractor

testFilter

projection

7l AT

Fig. 2.3.2.1. Abriendo el plugin TomoJ a través de Image]J

La interfaz de usuario de TomolJ, Figura [2.3.2.2] estd dividida en dos partes:
La parte superior, que permite al usuario realizar funciones relacionadas con la carga y
el almacenamiento de imdgenes reconstruidas, y la parte inferior, que contiene
diferentes pestaiias para realizar los diferentes pasos a seguir en la reconstruccién de
una imagen. En este punto es importante resaltar que, en este contexto, cuando
hablamos de una imagen no hablamos de una proyeccién particular, sino que llamamos
imagen al conjunto de proyecciones realizadas desde diferentes dngulos que conforman

una pila de proyecciones.
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| load transform | | export aligned images |
| save transform | | reset | apply alignment
fData information r Pre-processing rAIign tilt series r Reconstruction r Post-Processing [y Load

set tilt angles |

remove current image |

normalization type |Electron Tomo =

Fill blanks with |Zer05 |v|

tilt axis (%) OE

4 |»

Reconstruction |

Figura 2.3.2.2 Interfaz de usuario de TomoJ

La parte superior de la interfaz contiene opciones generales que pueden ser

utilizadas por el usuario en cualquier momento:

® Joad transform: Permite la carga de transformaciones que ya han sido
realizadas. Llamamos transformacién en este contexto a la imagen
alineada. Los algoritmos de alineamiento crean un fichero TXT con la
matriz de alineamiento para la serie de proyecciones. A partir de esta
opcién podemos aplicar la matriz obtenida a la serie de proyecciones

para alinearla.

® save transform: Almacena la transformacién obtenida en un fichero. Este
fichero consistird en un fichero de texto que almacenard en cada fila la
imagen relativa a cada proyeccion asi como su dngulo y eje de

inclinacion.

e export aligned images: Este boton permite exportar una serie de

inclinacion alineada. Si el nombre termina con .mrc, .spi, .xmp 6 .sel el
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archivo se guadard en el formato correspondiente. En el caso de que

tenga otra extension diferente se guardard en formato .tiff.

® reset: resetea la transformacion.

® apply alignment: permite mostrar las imagenes alineadas si estd activo o

las no alineadas si no esta activado.

La parte inferior de la interfaz permite al usuario realizar la reconstruccién
tridimensional de la imagen cargada ofreciendo la posibilidad de realizarla en funcién
de las necesidades del usuario, permitiendo diferentes tipos de pre-procesado,
alineamiento y algoritmos de reconstruccion. A continuacion detallaremos cada una de
estas pestanas relativas a los pasos del proceso de reconstruccion, herramientas que
utilizaremos posteriormente para realizar una reconstruccion tridimensional a partir de

una serie de proyecciones.

La pestafia data information contiene informacién general sobre la
visualizacién de la imagen y permite realizar modificaciones sobre la serie de

inclinacion.

o set tilt angles: En el momento en el que se abre el plugin de Tomol,
antes de mostrarse la interfaz, el usuario debe introducir el dngulo de
inclinacién con el que comienza la serie asi como la separacion entre
angulos, de este modo y en funcién del nimero de proyecciones que
contiene la serie, se fijan los dngulos de inclinacién para cada
proyeccion. Este boton permite realizar cambios sobre el dngulo de

inclinacién en el que comienza la serie una vez abierto el programa.

e remove current image: Elimina la proyeccién que se estd mostrando y
toda su informacién asociada. A diferencia de esta filosofia, Xmipp
propone descartar en lugar de eliminar proyecciones, permitiendo al

usuario habilitarla de nuevo si es necesario.
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® normalization type: La serie de proyecciones debe de situarse en un

mismo marco numérico con el fin de eliminar las diferencias entre los
distintos rangos de las diferentes proyecciones. Estas diferencias se
deben principalmente a que el haz de electrones del microscopio
atraviesa diferente grosor de la muestra en funcién al angulo de
inclinacion con el que se esta realizando la proyecciéon. TomoJ permite
realizar dos tipos de normalizaciones: Zero-One, que deja todas las
proyecciones de la serie con una media de cero y desviacidn tipica de
uno y Electron tomography, que deja a las proyecciones con una media
de cero y una desviacién tipica que varia en funcién del coseno del
angulo de inclinacion. Ademads, permite la posibilidad de no aplicar
ningun tipo de normalizacién, utilizada en el caso en que el que la
normalizacién ya se haya realizado antes de abrir el programa a través

de ImageJ u otra aplicacion.

e fill blanks with: Este botén permite rellenar los espacios en blanco

producidos por el alineamiento de diferentes formas: Zeros, que pone
ceros en lugar de los espacios en blanco, Mean, que rellena los espacios
en blanco con la media de la imagen y NaN , que rellena los espacios en
blanco con un NaN, de este modo, cuando se realiza la reconstruccion,
algoritmos como SIRT no tienen en cuenta estas posiciones y otros

como WBP los reemplaza por la media de la imagen automaticamente.

¢ 1ilt axis: Permite realizar cambios sobre el eje de inclinacion de la serie.

La pestafia de preprocesamiento permite realizar funciones de preprocesado de

imagenes con el objetivo de mejorar la relacion sefial a ruido SNR de la serie de

proyecciones. Para ello, TomoJ propone tres técnicas diferentes de preprocesado. En

este punto es imprescindible recordar que uno de los objetivos de este proyecto era el de

ampliar los algoritmos de preprocesado de TomoJ, como se verd en el capitulo [2.5.1]
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| load transform | | export aligned images |

| save transform || reset | [¥] apply alignment

Data information Pre-processing rAIign tilt series |’ Reconstruction r Post-Processing

| Hot spot removal |

| Subtract Background |

| BandPass Filter |

Fig. 2.3.2.3 Pestaiia de pre-procesamiento de la interfaz de TomoJ

Tal y como observamos en la figura [2.3.2.3], los algoritmos de preprocesado
implementados por TomoJ son: hot spot removal, subtract background y band pass

filter

® Hot Spot Removal: Se trata de una herramienta que permite eliminar
pixeles aberrantes (blancos ¢ negros) debidos entre otros por los rayos
X. Para ello calcula la diferencia con sus vecinos y detecta los pixeles
aberrantes como los que tengan los valores mayores que un cierto
umbral definido en funcién de la desviacién estandar de la imagen.
Después reemplaza estos pixeles con el valor resultante del promedio
de sus vecinos. Este algoritmo recibe como pardmetro el radio de
vecindad, es decir, el nimero de pixeles que se desplaza para obtener

los vecinos.

e Subtract Background: A través de este algoritmo se suaviza el fondo de

la serie de proyecciones.
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® BandPass Filter: Permite aplicar filtros sobre la imagen en el espacio de
Fourier. Recibe como pardmetros: low cut (pixels), valor minimo del
radio a partir de cual, por debajo, todos los valores frecuenciales son
puestos a cero y los superiores son multiplicados por una funcidn
coseno para ir desde cero hasta el valor de la sefal, low pass y high
pass, radio minimo y maximo a partir del cual todos los valores por
encima se mantienen intactos, y high cut, radio maximo en el cual, por
encima, todas las frecuencias son puestas a cero y por debajo la sefial es
multiplicada por una funcién coseno para ir desde cero hasta el nivel de
la sefal. Estos pardmetros son recogidos por la interfaz que podemos

observar en la figura [2.3.2.4]

|"J . @ - EEl"

low cut (pixels) | [DEE
low pass (pixels)  1.00
high pass (pixelsy  100.00

high cut (pixalz)  101.00 I

I Prewview

QK Cancel

Fig. 2.3.2.4 Dialogo que ofrece TomoJ al aplicar un filtro paso banda

El panel de alineamiento es el que observamos en la figura [2.3.2.5], estd
dividido en dos partes. La primera de ellas, denominada without landmarks es relativa a
los procesos de alineamiento que realizan sin la necesidad de usar cadenas Landmarks,
mientras que la segunda hace referencia a los procesos que se utilizan para realizar el

alineamiento de una serie utilizando estas cadenas.
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| load transform | | export aligned images | IIE
| save transform || reset | [¥] apply alignment | []show All I:l

rData information |T Pre-processing rAIign tilt series |/ Reconstruction |/ Post-Processing | D Load

rwithout landmarks

irlandmarks based

| Translation Correction (fast) generate Landmarks

| Affine transformation correction follow seed

| ¥mipp alignment align using 3D landmarks

show 3D landmarks

| Fully manual Alignment

4] | »

Figura 2.3.2.5 Pestaiia de alineamiento proporcionada por TomoJ

El panel without landmarks permite varias formas de realizar el alineamiento

de la serie sin emplear el uso de landmarks:

e Translation correction: Corrige la translacion de la serie utilizando la
correlacion cruzada en el espacio de Fourier. Para ello obtiene los
coeficientes de correlacion cruzada (CCC) entre cada dos imdgenes
consecutivas y, a continuacién se mueve una de las imagenes el nimero
de pixeles necesarios para maximizar la CCC. Este paso se lleva a cabo
en el dominio de la frecuencia utilizando la propiedad de la correlacién

de la transformada de Hartley (HT).

e Affine transformation correction: Corrige la translacion asi como la
rotacion de la serie de proyecciones. Esta imagen corregida se usa sélo
para la deteccién de landmarks, puesto que las imdgenes utilizadas para

reconstruir son alineadas a partir de la informacién estdndar de las
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propias landmarks. Los pardmetros utilizados para utilizar en este

algoritmo son los que podemos apreciar en la figura [2.3.2.6].

e Para el uso de los procesos anteriores, TomoJ muestra una interfaz al

usuario para obtener una serie de pardmetros para realizar el
alineamiento. Estos parametros permiten seleccionar si se desea utilizar
la parte central de la imagen o bien una zona seleccionada (roi
centered), la posiblidad de utilizar un filtro paso banda en espacio de
Fourier como el que se puede utilizar en la pestaia de procesamiento,
permite realizar downsampling sobre la imagen, seleccionar si se desea
realizar una translacién entera o de punto flotante (integer translation),
indicar si se desea expandir la imagen en la direccién perpendicular al
eje de inclinaciéon por medio de un factor dependiente del dngulo de
inclinacién (expand images), y, por ultimo, a través del checkbox
cumulative reference, permite que en lugar de alinear las proyecciones
de dos en dos, tome la proyeccién de inclinacién cero como la primera
referencia para alinear la imagen al siguiente dngulo mds negativo. A
continuacion se afiade esta proyeccion a la referencia para alinear la
siguiente imagen. Para cada proyeccion, la referencia serd la suma de
las proyecciones que ya han sido alineadas. Cuando se llega a la
proyeccién con el dngulo mas negativo, el procedimiento es repetido
desde la proyeccidon cero hasta aquella que contenga la inclinacién

mayor.
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460x460 pixels; 32'!it; B27K

| import X-Ray |
| load transform | | export aligned images | ‘ = oo
| save transform | | reset | [v] apply alignment []show All l:l

options for computation
without landmarks—— roi centered | 4601 | 450

‘ TIranslation Correction (fast)

[ bandpass filter

[ ulﬁ [ 1e|i| [ salﬁ [ aelﬁ
| [] downsampling =
[[]variance filter ,:E

integer translation

‘ Affine transformation correctio

‘ Xmipp alignment

‘ Fully manual Alignment

[] expand images

Fig. 2.3.2.6: Interfaz proporcionada por TomoJ para realizar el alineamiento de

la serie de proyecciones a través del algoritmo Affine Transformation Correction

® fully manual alignment: Este método permite realizar el alineamiento de
la serie de forma totalmente manual. Se suele utilizar como
reemplazamiento del método translation correction cuando este no
funciona y no necesita tener en cuenta ninglin alineamiento previo.
Cuando el usuario utiliza este método, TomoJ proporciona una ventana
en la cual se realiza el alineamiento. Esta nueva ventana muestra
distintas imdgenes: La imagen que estd siendo alineada (parte superior
izquierda) y la imagen anterior que le sirve a esta como referencia para
realizar el alineamiento (parte superior derecha y parte inferior
izquierda). Ademds, en la parte inferior derecha podemos encontrar una
superposicidn de las dos imédgenes anteriores. En el caso en que las dos
imagenes estén bien alineadas el usuario verd tinicamente tonos grises,
mientras que en otro caso contrario se verdn tonos verdes y magentas.
Esta nueva interfaz proporciona herramientas para realizar la traslacién
y la rotaciéon de la imagen, aunque también se puede realizar
directamente con el ratén. Por dltimo hay que destacar que Tomol, para
facilitar el alineamiento al usuario ofrece ademds la posibilidad de

realizar downsampling y de expandir la imagen en direccién
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perpendicular al eje de inclinacién para compensar la diferencia de

angulos de inclinacion entre imédgenes.

° xmipp alignment: A través de este boton el usuario puede realizar
el alineamiento de la serie con un algoritmo de alineamiento
desarrollado por los miembros del equipo de desarrollo de Xmipp. Este
algoritmo no ha sido integrado en el software TomoJ por parte del
alumno, aunque si ha colaborado en esta tarea, por lo que no nos

centraremos en su integracion, aunque si en su funcionalidad.

De entre las diferentes posibilidades de alineamientos posibles que
introdujimos en el capitulo [1.3.4] podemos ubicar el algoritmo de
alineamiento de Xmipp en aquellos que utilizan la correlacion cruzada
para realizar un seguimiento de las caracteristicas de las diferentes
proyecciones, definiendo estas caracteristicas como los puntos de
referencia en las imdgenes (como puedan ser cambios de contraste,
bordes o esquinas) que son buscados realizando la correlacién cruzada
en proyecciones vecinas. Para ello, este algoritmo lleva a cabo un
registro general de la imagen para predecir la posicion de cualquier
region de la proyeccion en cualquiera de sus proyecciones adyacentes.
Si todas las proyecciones estin numeradas de acuerdo a su dngulo de
inclinacién una regién de la imagen i es buscada en la proyeccién i+1,
prediciendo antes su posicion a través de la transformacién afin vy,
después a través del refinamiento de su correlacion cruzada. Una vez
que se identifica la region de la proyeccion i en la proyeccién i+1, se
solicita su busqueda en la regién i+2 y asi sucesivamente. De esta
forma, el algoritmo propaga una coordenada de la proyeccién i en las
proyecciones i+, i+2... hasta que la regiéon buscada no se pueda
encontrar debido a su oscurecimiento por otros objetos, su cambio de
forma o el ruido. De la misma forma se realiza el proceso hacia atras.
Todas las coordenadas correspondientes a regiones equivalentes en

distintas proyecciones forman lo que se denominan cadenas de
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Landmarks, y, lo mds probable es que no cubra toda la serie de
inclinacién. Estas cadenas de Landmarks se refinan de nuevo para
garantizar que corresponden a regiones equivalentes. Finalmente todas
las cadenas de Landmarks se utilizan para realizar una regresion robusta

de los parametros de alineamiento.

Una gran ventaja de este enfoque reside en que el proceso es totalmente

automadtico y puede producir miles de cadenas Landmarks para alinear

la serie.

Ademas de los algoritmos que hemos comentado, TomoJ proporciona sus
propios algoritmos de alineamiento basados en cadenas Landmarks. Como podemos
observar en la figura [2.3.2.7] al situarse en la pestafia de alineamiento, el programa

muestra un menu al usuario en la parte superior derecha de la interfaz.

| import X-Ray
| load transform | | export aligned images
| save transform | | reset | apply alignme

[ Data information | Pre-processing [ Align tilt series | Reconstruction

rwithout landmarks

:[Flandmarks based

| Translation Correction (fast) generate Landmarks

| Affine transformation correction follow seed

| Xmipp alignment align using 3D landmarks

show 3D landmarks

| Fully manual Alignment

[T

Figura 2.3.2.7: Meni de alineamiento de TomoJ para realizar el alineaiento de la serie a

trvés de landmarks
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Este ment se utiliza para la creacién, modificacion y eliminacién de cadenas
Landmarks. Estas cadenas vienen dadas como puntos ROI de ImageJ (figura 2.3.2.8) y,
para que un punto pueda ser considerado como Landmark, tinicamente puede haber uno

en la imagen. Las opciones disponibles en este ment son:

¢ +: Permite agregar una cadena Landmark vacia, poniendo un nuevo

punto ROI sobre la imagen que permitird definir el punto de referencia

-: Permite eliminar la cadena que se muestra actualmente. Si ademas se

pulsa CTRL se eliminaran todas las cadenas de referencia.

load y save: Permiten cargar y guardar cadenas Landmark desde 6 a un

archivo

show all: Muestra todos los puntos de referencia seleccionados para una

imagen.
File Edit Image Process Analze  Plugins  Window Help

=

=

AlS | A Vid|d

32-bit)

I8 olz|o| -~

-

Image] 1.43g / Java 1.6.0_

figura 2.3.2.8: Herramienta de utilizacion de puntos ROI en la interfaz de usuario

Image]J

Ademas de estas herramientas que permiten crear cadenas Landmarks a través
de los puntos de referencia de forma manual, TomoJ proporciona algoritmos para

realizarlo de forma automatica ademas de otra serie de herramientas.

A través del botdn generate Landmarks podemos crear autométicamente los
puntos de referencia. Dos ventanas de vista previa aparecerdn, la primera permite
comprobar el tamafio de la ventana usado y la segunda permite el ajuste de los puntos de

deteccion.
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™ Generate landmarks

Algorithm for landmark detection |Grid [~]
Number of points in grid applied on each image | AOUH‘
Minimum length of landmark chains [ 1 i
Patch size in pixel [ 21
Mumber of refinement steps B -]
Correlation Threshold [ 0.9F] rocessing | [ Load
[lexpert mode
without landmar 5 k
\ Translation Correction (fast) JEll generate Landmarks |
‘ Affine transformation correction ‘ E | follow seed ‘
\ Xmipp alignment I | align using 3D landmarks |

; | show 3D landmarks |

\ Fully manual Alignment IE

Figura 2.3.2.8: Interfaz proporcionada por TomoJ para la deteccion automatica de

Landmarks

A través de la interfaz de usuario para la generacion automatica de landmarks
que podemos observar en la figura [2.3.2.8] podemos ejecutar diferentes tipos de
algoritmos para realizar este cometido: Algoritmo grid y algoritmo de puntos criticos
(usando méximos o minimos). La interfaz de recogida de pardmetros es la que podemos
observar en la figura [2.3.2.8], mientras que la interfaz utilizada para ejecutar el

algoritmo de puntos criticos es la que podemos observar en la figura [2.3.2.9]

38



Junio 2012 - Integracién de diferentes paquetes de tomografia electrénica - JSJ

512512 pixels; 32-bit; 1MB

‘ import X-Ray ‘

| Ioadtransform | | export aligned images | o
‘ save transform ‘ ‘ reset [v] apply alignment | [ ]show All l:l

Data information | Pre-processing [ Align tilt series | Reconstruction | Post-Processing

™ Generate landmarks
Algorithm for landmark detection ‘Critical Points - local minima |v‘
[-without landmarks— Number of seeds [ 145
|I5Ialir Number of (best) points kept on each image ‘ 40‘:“
@ Length of landmark chains ‘ |23}Z‘
Ij Patch size in pixel [ 21
Number of refinement steps E
Correlation Threshold =
filter options
Ij filter small structures E
| filter large structure E
minima neighborhood Radius s
[] expert mode [] Fiducial markers

Figura 2.3.2.9: Interfaz de usuario para el uso del algoritmo de puntos criticos,
en este caso se utiliza el algoritmo de minimos locales y, como podemos observar, el propio
TomoJ muestra al usuario el nimero de puntos criticos que el usuario haya introducido en
el campo Number of seeds, ofreciéndole estos puntos criticos que van a ser seguido a lo

largo de la serie de proyeccion.

A través del boton Follow Seed de la interfaz Landmarks based podemos
realizar el seguimiento de cadenas de Landmarks definidas en proyecciones anteriores y
sucesivas a la proyeccion en la que hemos establecido estos puntos de referencia. Para

ello necesitamos una serie de proyecciones que haya sido alineada anteriormente.

Por su parte, el boton Center landmarks permite poner el baricentro de todas
las cadenas landmarks en cada proyeccion para centrar la serie. Align using 3D
landmarks realiza un refinamiento de la serie alineada a través de la determinacién de
la posicién tridimensional de cada landmarks, y, por dltimo, el botén Show 3D
landmarks permite visualizar la posicion de las Landmarks 3D obtenidas después de

realizar el filtrado con Align using 3D landamrks.
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La pestana de reconstruccién permite al usuario realizar la reconstruccion
tridimensional de la serie una vez alineada permitiendo utilizar diferentes algoritmos de
reconstrucciéon como BP, WBP, ART y SIRT . El panel de reconstruccién, que podemos
observar en la figura [2.3.2.10] estd dividido en dos partes, la primera de ellas ofrece
informacion general para todos los algoritmos de reconstruccién, mientras que la

segunda permite seleccionar el tipo de algoritmo que se va a utilizar.

| load transform | | export aligned images
| save transform | | reset ‘ apply alignment
rData information r Pre-processing rAIign tilt series r Reconstruction r’ Post-Processing | [ Load

rinformation

i|rreconstruction options
|Weighted Back Projection |v|

tilt axis (%) o

weighting diameter 400

|| [] remove gold beads

thickness (pixels) 400.

load Tomogram
reset Tomogram

A [

Reconstruction

Fig.: 2.3.2.10: Panel de reconstruccion ofrecido por TomoJ

El panel de informacion permite al usuario seleccionar el eje inclinacién con el
que se va a realizar la reconstruccion a través del botén filt axis (°) , ofreciendo una
linea que muestra el eje de inclinacién sobre la serie. Ademads, sobre la introduccién de
este valor TomoJ ofrece la posiblidad de realizar rotaciones sobre las iméagenes
clickeando con el botén izquierdo del ratén sobre el texto tilt axis (°), recomendado para
series en las que se ha realizado un alineamiento automético, asi como obtener la suma
de todas las imdgenes alineadas de la serie clickeando esta vez sobre el texto con el
botén derecho 6 el minimo de todas las imdgenes alineadas si ademds el usuario

mantiene pulsada la tecla Ctrl.
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El bot6n thickness de este mismo panel permite indicar el volumen de espesor
en pixeles que corresponde al nimero de voxels esperado que la reconstruccion ocupara
en la direccion del eje Z. Este valor puede ser obtenido de forma aproximada dividiendo

el espesor de la muestra en nm por el tamafio de la muestra en nm/pixel.

Por dltimo, el panel de informacién permite cargar una reconstruccion
calculada anteriormente para mejorarla a través de ART/SIRT a través del botén load
tomogram y la posibilidad de volver a realizar una reconstruccién a través del botén

reset tomogram.

Por su parte, la ventana de reconstruccién permite al usuario utilizar el
algoritmo de reconstruccion que considere necesario. WBP es el algoritmo mads
utilizado en tomografia electrénica debido a su velocidad de procesamiento. Este
algoritmo compensa las bajas frecuencias en el dominio de Fourier utilizando un
sistema de ponderacién de pesos antes de realizar la reconstruccidn, acto seguido las
proyecciones alineadas y ponderadas son proyectadas hacia atrds en un volumen
tridimensional utilizando interpolacién bilineal. Por su parte, los algoritmos ART y
SIRT son realizados de manera iterativa ya que las proyecciones del volumen
reconstruido calculado a través de un modelo de imagen parecido a las proyecciones
obtenidas a partir de microscopio, asumiendo un modelo de proyeccion lineal con ruido
gaussiano. Este modelo de proyeccion lineal se trata de una aproximacién de primer

orden de un proceso de formacién de imagenes no lineal producido en el microscopio.

En el caso de elegir el algoritmo WBP, la interfaz permite al usuario
introducir el pardmetro weighting diameter, utilizado para reducir el didmetro del filtro

usado para realizar la ponderacion de los pesos.

Por su parte ART y SIRT son dos algoritmos iterativos en los cuales es
necesario proporcionar el nimero de iteraciones con el que se desea realizar la
reconstruccion, tal y como se muestra en la figura [2.3.2.8]. Se recomienda que este
nimero de iteraciones nunca sea menor que cuatro para obtener un buen tomograma,
aunque el valor més utilizado por los usuarios de TomoJ suele ser de diez iteraciones.

La eleccién del nimero de iteraciones depende de la media de los errores cuadréticos
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obtenidas por las diferencias entre las proyecciones del volumen reconstruido y los
datos experimentales. Una vez realizado el proceso de reconstrucciéon TomoJ ofrece una

curva de error mostrando el error obtenido en funcion del nimero de iteraciones.

El segundo pardmetro que utilizan estos algoritmos es el coeficiente de
relajacion, se trata de un factor de ponderacién utilizado para mejorar la calidad de la
reconstruccion, habitualmente a expensas de la convergencia. TomoJ propone para el
algoritmo ART un coeficiente de relajacién equivalente a uno dividido entre el nimero
de iteraciones que hayamos elegido y de uno para SIRT, que es menos sensible al ruido.
Experimentalmente estos son buenos valores para la mayoria de los casos. Sin embargo,
estos valores pueden ser modificados manualmente a través de la ventana de

reconstruccion.

| load transform | | export aligned images |

| save transform || reset | [v] apply alignment

[ Data information | Pre-processing | Align tilt series | Reconstruction | Post-Processing |
rinformation irreconstruction options
|ART I~

number of iteration IE
relaxation coefficient O.lE

thickness (pixels) 4005 i
il ] resin or cryo sample

[] remove gold beads

tilt axis () o

| load Tomogram |

| reset Tomogram |

[ Load

4] [ »

| Reconstruction |

Fig. 2.3.2.11: Interfaz de reconstruccion a partir de ART proporcionado por TomoJ

En general, se utilizan valores de coeficientes de relajacién bajos en el caso en

que la serie tenga una baja relacion sefial a ruido y valores mayores en otro caso. La
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curva de error también se puede mostrar en funcién del coeficiente de relajacion, una
rapida convergencia significa que se ha elegido un coeficiente de relajacion demasiado
alto, mientras que una convergencia lenta implica que el coeficiente de relajacioén es

demasiado bajo.

Por ultimo, el botén resin or cryo sample comprueba si la muestra tiene un
espesor constante mientras que el botén remove gold beads permite la posibilidad de

eliminar las particulas de oro a través de la reconstruccion.

Por ultimo, la pestafia de post-procesamiento (figura 2.3.2.12) permite corregir
fallos que se hayan podido producir durante el proceso de reconstruccion, permitiendo

al usuario:

® clongation correction: En el caso de realizar reconstrucciones sobre
series en las que no disponemos de todas las proyecciones se puede
producir un alargamiento de la reconstruccion en el eje Z
(perpendicular al plano 0°), que puede ser corregido escalando la
reconstruccion por un factor a lo largo del eje Z. Esto es usado sobre
todo cuando se utiliza el algoritmo WBP ya que es un método muy

sensible al fendmeno missing wedge.

® box extractor: Permite la extraccion de fragmentos de la reconstruccion

tridimensional una vez computada.
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| load transform | | export aligned images

| save transform || reset | [v] apply alignment

[ Data information | Pre-processing | Align tilt series | Reconstruction | Post-Processing [y Load

| Refine Alignment |

| DART |

| Elongation correction (WEBP) |

| Box Extractor |

4 |

Fig. 2.3.2.11: Pestaiia de postprocesamiento proporcionada por TomoJ

® DART: A través del boton DART podemos realizar una reconstruccion
tridimensional de la serie utilizando para ello el algoritmo iterativo de
reconstruccion DART (Discrete ART), el cual es capaz de realizar
reconstrucciones mas precisas en series que cuentan con pequefio
nimero de proyecciones, o que tienen un rango angular pequefio, que
los algoritmos convencionales. Ademds, trata con eficacia el posible
ruido que pueda tener la serie de proyecciones y se trata de un

algoritmo muy robusto con respecto a errores de estimacion de gris.

® Refine Alignment: A partir de este boton el usuario de Tomol es capaz
de, una vez obtenida la reconstruccién tridimensional de la serie,
realizar mejoras sobre una reconstruccion ya realizada, basadas
basicamente en el refinamiento del alineamiento de la estructura. Este
tipo de algoritmos estiman los pardmetros de alineamiento de una
imagen experimental minimizando la diferencia entre ésta y las

proyecciones bidimensionales del volumen de referencia.
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Para finalizar este capitulo del proyecto considero necesario recalcar que cada
una de las funcionalidades que hemos ido mencionando estaban ya implementadas antes
de la llegada del alumno al proyecto y que, por lo tanto no nos hemos centrado en gran
profundidad sobre cada una de ellas, cosa que si haremos con la funcionalidad que el el

alumno ha integrado en este software.

En capitulos posteriores veremos ademds como se realiza el workflow de
trabajo con TomolJ para obtener una tomografia a partir de una serie de proyecciones

(capitulo 4) .

2.4 Tomo3D

Fast tomographic reconstruction on multicore computers, Tomo3D, se trata de
un software que permite realizar reconstrucciones tomograficas aprovechando el poder

computacional de la tecnologia multicore para reducir el tiempo de procesamiento.

Tomo3D implementa los métodos de reconstruccion WBP y SIRT, obteniendo
reconstrucciones en el orden de segundos en el caso de WBP y del orden de pocos
minutos en el caso de SIRT. Para ello recibe como entrada la serie de proyecciones y
genera un fichero en formato MRC. Ademds este programa es compatible con paquetes
estdndares permitiendo su integracion facilmente en otros programas relacionados con
la tomografia electrénica. Este, es uno de los puntos claves de este proyecto ya que, uno

de los objetivos de este es precisamente el de integrar este programa dentro de Tomol.

Este programa consta bésicamente de tres ficheros binarios que permiten
ejecutar el programa en funcidn del procesador de la miquina en la que se vaya a

ejecutar:

e tomo3D: Utilizado para procesadores de 64-bits. Estd optimizado
particularmente para el procesador Intel Pentium IV aunque también

funciona con procesadores AMD.

e tomo3D.core2: Utilizado para procesadores de 64-bits y optimizado para

procesadores Intel Core 2 en adelante
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e tomo3D.ia32: Utilizado para procesadores de 32-bits (Intel Pentium III

en adelante)

El problema de la reconstruccién tridimensional en ET se puede descomponer
en una serie de sub-reconstrucciones 2D correspondientes a las distintas proyecciones
perpendiculares al eje de inclinacién. Cada una de estas proyecciones 2D del volumen
pueden ser obtenidas a partir de cualquier método de reconstruccién, ya sea WBP 6
SIRT, pero trabajando ahora en el espacio bidimensional. La ventaja de este software
reside precisamente en que la reconstruccion de las proyecciones independientes puede
realizarse en paralelo por medio de los diferentes niveles de paralelismo que

proporcionan los ordenadores multicore.

Tomo3D utiliza un enfoque multiproceso vectorizado para realizar
reconstrucciones tomogréficas creando para ello un nimero de hilos de ejecucién
(habitualmente el nimero de cores de los que disponga la computadora) que corren en
paralelo. El programa mantiene en cada momento un pool con las proyecciones a
reconstruir, agrupadas en bloques de cuatro. Estos bloques son enviados a los hilos de
ejecucion en cuanto estos estén inactivos. Cuando un bloque es adjudicado a un hilo de
gjecucion sus cuatro proyecciones son reconstruidas simultineamente gracias a las
instrucciones SSE. Cuando un hilo de ejecucién finaliza con la reconstruccién de un
bloque solicita otro proporcionando un mecanismo de balanceo de carga y haciendo que
Tomo3D sea flexible y se adapte a situaciones en las que la computadora esté siendo

utilizada por otros programas o usuarios.

Tomo3D ha sido desarrollado en C sobre Linux, utilizando Pthreads asi como
técnicas de optimizacion de codigo Singlecore para llevar a cabo un mayor
aprovechamiento de la memoria y de las unidades de procesamiento internas dentro de
los diferentes cores. El consumo de memoria ha sido reducido al minimo, almacenando
Unicamente un pequeiio conjunto de bloques y las tablas precalculadas (por ejemplo
cosenos) cuyos calculos se repiten a lo largo del proceso de reconstruccion. Ademds, las

operaciones de entrada/salida se han optimizado para reducir latencias de disco.
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Este programa se ejecuta desde la linea de comandos, recibiendo la serie de
proyecciones en formato .MRC asi como un fichero con extensiéon .TLT que contiene
los angulos de las distintas proyecciones (una por linea) y genera como salida la
reconstrucciéon en formato .MRC. Ademds permite seleccionar el algoritmo de
reconstruccién que se va a utilizar asi como introducir pardmetros propios de cada

algoritmo.

Uno de los objetivos de este proyecto es el de realizar la integracion de este
software dentro de TomolJ, por lo que se ha desarrollado una interfaz de usuario para
introducir los pardmetros que se han considerado necesarios para realizar
reconstrucciones tomograficas de calidad. La integracién de este programa con Tomol

se explicard detalladamente en el capitulo [2.5.2].

2.5 Integracion realizada

Como ya se ha introducido a lo largo del proyecto, el objetivo de éste es el de
aumentar la funcionalidad y el rendimiento del programa Tomol a través de algoritmos

y funciones implementadas en el paquete de Xmipp.

Durante el desarrollo de este capitulo trataremos cada uno de estos puntos, por
qué se ha considerado que es interesante integrarlos en TomolJ, qué ofrecen al usuario y

qué resultados ofrecen.

La forma en la que han sido implementadas estas integraciones seran

explicadas detalladamente en el capitulo [3]

2.5.1 Algoritmos de preprocesado

Tal y como vimos en el capitulo [2.3.2] el programa TomoJ implementa los
filtrados hot spot removal, substract background y bandpass filter, pero estos no son los
unicos filtros que se pueden aplicar a través de TomolJ, ya que como hemos mencionado
anteriormente este se trata de un plugin de Imagel y, como tal, para poder ejecutarse

tiene que estar arrancado el programa ImagelJ previamente.
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Este programa permite realizar otro tipo de filtrados tales como el filtro
gaussiano (gaussian blur), filtro mediano (median) entre otros. Hemos creido
conveniente integrar estos filtros en la interfaz de usuario de TomoJ con el fin de
proporcionar al usuario mayor comodidad a la hora de realizar el pre-procesado de la
serie proporcionandole todos los tipos de filtrado que este pueda utilizar en una dnica

interfaz.

Ademds de estos filtrados también se ha creido conveniente integrar
herramientas como el recortado de imdgenes o algoritmos mds la mejora del contraste

de la imagen como es el caso de la correccion gamma.

Una vez realizada la integracion de estas funciones, la pestafia preprocesing de

la interfaz de usuario de TomoJ serd la siguiente (Figura 2.5.1.1).

@ TomoJ

| import X-Ray |
| load transform | | export aligned images |
| save transform | | reset | [v] apply alignment
[ Data information | Pre-processing | Align tilt series | Reconstruction | Post-Processing |
| Hot spot removal | | Subtract Background | | BandPass Filter |
| Gaussian | | Median | | Gamma
| Crop | | Enhance Contrast |

[ Load

4] [ »

Fig. 2.5.1.1: Interfaz preprocesamiento TomoJ una vez integrados los cambios

A partir del nuevo botén gaussian el usuario puede aplicar un filtro gaussiano a

la serie de proyecciones o a una proyeccién concreta. Este tipo de filtro realiza la
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convolucién entre la serie de proyecciones y una gaussiana para suavizar la serie. Para
ello recibe el parametro Sigma (Radius) que se trata de la desviacion tipica de la funcién

gaussiana y que el usuario deberd introducir.

Como mencionamos en el capitulo [2.2] el c6digo de Imagel es abierto, y por
tanto totalmente reutilizable a la hora de desarrollar nuevos plugins. Por esta razon, para
realizar la implementacion de estos filtros se ha utilizado la libreria IJ de ImageJ, que
proporciona un conjunto de funciones al desarrollador entre las que se encuentran

métodos necesarios para realizar este tipo de filtrados.

Al ejecutarse directamente el comando con los métodos de la libreria 1J, la
ejecucion es equivalente a la que obtendriamos en el caso de pinchar sobre la interfaz
Imagel en la pestaiia filters->Gaussian Blur... por lo que el control del proceso pasa a
ser de nuevo de Imagel], que proporcionard al usuario las ventanas necesarias para

introducir el valor del pardmetro Sigma (Radius).

Ademads, para este tipo de operaciones, Imagel ofrece al usuario la posibilidad
de realizar el filtrado sobre todas las proyecciones o no (Figura 2.5.1.3). En la figura

2.5.1.2 podemos observar un ejemplo del uso de esta aplicacion.
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| import X-Ray |
| load transform | | export aligned images | = -
| save transform | | reset | [v] apply alignment
———— Sigma (Radius) F —_—
[ Data information | Pre-processing | Align tilt series | Reconstruction | Post-F i
uni"
_| Preview
| Hot spot removal | | Subtract Background | | Bandf ok Cancel
Gaussian | | Median | | Gamma
Crop | | Enhance Contrast
«fuf Tr

Fig. 2.5.1.2: Interfaz proporcionada por ImageJ para introducir el valor del

parametro Sigma(Radius). En el que introduciremos el valor 4.00 para visualizar de una

manera clara los cambios producidos por el filtro.

| import X-Ray Process Stack?

Process all 41 images? There is

| load transform | | export aligned images no Undo if you select "Yes",
| save transform || reset | [v] apply alignment ves | No | cancel |

[ Data information | Pre-processing | Align tilt series | Reconstruction | Post-Processing |

| Hot spot removal | | Subtract Background | | BandPass Filter |
Gaussian | | Median | | Gamma
| Crop | | Enhance Contrast |
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Fig. 2.5.1.3: Interfaz proporcionada por Image]J verificar si se desea realizar el filtrado

sobre todas las proyecciones

tile_series.sel tile_series.sel

1/81 {/homejjaviTomographydlignment/scaled01 ) 512x512 pixels; 32-bit;

|»ET : 5 »ETI

Fig. 2.5.1.4: A la izquierda imagen original, a la derecha imagen tras aplicar un filtro

gaussiano con Sigma=2.0

Como podemos observar en la figura [2.5.1.4], el efecto de aplicar un filtro
gaussiano es el de afiadir detalles de baja frecuencia, por lo que puede producir un
efecto nebuloso en la imagen. El filtro elimina especialmente el ruido gaussiano
producido por la digitalizacién de las imédgenes actuando sobre cada pixel de la capa
activa o seleccion, estableciendo su valor como el promedio entre los valores de todos
los pixeles incluidos el valor de Sigma (Radius) establecido. Un valor alto producird un

mayor efecto de desenfoque.

El segundo filtro que se ha afiadido al programa Tomol es el filtro de la
mediana, el cual se puede aplicar a través del boton median, este tipo de filtros elimina
especialmente el ruido aleatorio y el ruido sal y pimienta calculando los pixeles de la
nueva imagen a partir de a mediana del conjunto de pixeles del entorno de vecindad del
pixel correspondiente a la imagen origen. De esta forma se homogeneizan los pixeles de

intensidad muy diferente con respecto a la de los vecinos. Este entorno de vecindad se
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obtiene a partir del pardmetro Radius, valor que deberd de introducir el usuario, este

valor deberé de ser bajo para eliminar el ruido aleatorio.

Al igual que en el caso del filtro gaussiano, para realizar la implementacién de
este filtro se ha utilizado la libreria de clases de ImageJ IJ, por lo que de nuevo el
control del proceso vuelve a ImagelJ y este es el que proporciona las ventanas de

recogida de datos tal y como ocurria con el filtro gaussiano (figuras 2.5.1.5 y 2.1.5.6)

| import X-Ray |
| load transform | | export aligned images | =
| save transform | | reset | [v] apply alignment
—————— Radius Eﬁ pixels ———
rData information |/ Pre-processing |/Align tilt series |/ Reconstruction |/ Post-P d
un("y
_| Preview
| Hot spot removal | | Subtract Background | | BandF 0K Cancel
Gaussian | | Median | | Gamma
Crop | | Enhance Contrast
MDD

Figura 2.5.1.5: Interfaz de Image]J sobre TomoJ para introducir el valor del

parametro Radius (radio de vecindad)
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| import X-Ray

| load transform ||

export aligned images

| save transform || reset | [v] apply alignment

Yes | Mo |

| ™ Process Stack?

Process all 41 images? There is
no Undo if you select "Yes".

cancel |

Data information | Pre-processing rAIign tilt series r Reconstruction | Post-Processing |
| Hot spot removal | | Subtract Background | | BandPass Filter |
Gaussian | | Median | | Gamma
Crop | | Enhance Contrast

—
[ Load

4]

[ »

Figura 2.5.1.6: Al igual que en el filtro gaussiano se nos plantea la posibilidad de realizar

el filtrado a toda la serie o no

Si realizamos el filtrado con los pardmetros introducidos anteriormente

obtenemos el resultado ofrecido por la figura [2.5.1.7]

Eilt_series.sel

1/81 (/home/javiTomographyalignment/scaled0l); S12+4512 pixels: 32-biti 91MB

tilt_series.sel
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Figura 2.5.1.7: A la izquierda la imagen original, a la izquierda la imagen después de ser

filtrada con un radio de 4 pixeles.

El tercer algoritmo de pre-procesamiento implementado para TomoJ ha sido la
correccién gamma, disponible a través del botén de la interfaz gamma. Este algoritmo
de procesamiento de imdgenes es una forma especial de aumento de contraste disefiada
para mejorar el contraste en dreas muy claras o muy oscuras. Esto se logra modificando
los valores medios, particularmente los medios-bajos, sin afectar el blanco (255) ni el
negro (0). Puede utilizarse para mejorar el aspecto de una imagen, o para compensar el
rendimiento de diferentes dispositivos frente a una imagen. En este contexto, es
necesario definir el concepto de contraste como el grado de diferencia entre los
componentes mas oscuros y los mas claros en una imagen. Una imagen tiene contraste
pobre si contiene solamente transiciones bruscas entre el blanco y el negro, o contiene
valores dentro de una gama estrecha (una imagen cuyos valores se extienden entre 100 a
140 tendria contraste pobre). Una imagen tiene un buen contraste si se compone de una
amplia gama de valores desde el negro al blanco. La amplitud de la escala de intensidad
usada por una imagen se llama rango dindmico. Una imagen con un buen contraste

tendrd un mayor rango dindmico.

La correccion gamma es el resultado de aplicar a la serie de proyecciones la

funcion de transformacion gamma, la cual viene dada por la siguiente expresion:

d=k-ré

Donde k es una constante y g es el valor gamma, que introducird el usuario a

partir de la interfaz.

Para valores de gamma superiores a la unidad, hay una gran correccién en el
contraste para valores pequefios del color de entrada mientras que se realiza una
pequeia correccion en el contraste para valores grandes. El brillo aumenta mds para
valores intermedios del color de entrada. Por lo tanto se producird un aclarado de la

imagen y aumentard el contraste en las dreas mas oscura.
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Para valores de gamma inferiores a la unidad se producird una pequefia
correccion en el contraste para valores pequeios del color de entrada mientras que se
producird una gran correccion en el contraste para valores grandes. El brillo
disminuird més para valores intermedios del color de entrada. En resumen, este rango de

valores oscurece y enfatiza el contraste en las dreas mds claras.

En el caso en el que gamma sea igual a la unidad se aplicard la funcion

identidad (d=r) y por lo tanto serd equivalente a la sefial original.

Al igual que los filtros anteriores, esta correccién también estd implementada
en Imagel, por lo que utilizaremos la libreria 1J para llevar a cabo su implementacién

(figuras 2.5.1.8 y 2.5.1.9)

| import X-Ray |
Value: £ ﬁ
| load transform | | export aligned images |
Ul Prewview
| save transform | | reset | apply alignment

= oK Cancel ?
a

[ Data information | Pre-processing | Align tilt series | Reconstruction |

| Hot spot removal | | Subtract Background | | BandPass Filter |
| Gaussian | | Median | | Gamma
| Crop | | Enhance Contrast |
4 |»
Figura 2.5.1.8: Interfaz grafica proporcionada por ImageJ para introducir el valor

del parametro gamma.
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En las figuras 2.5.1.9, 2.5.1.10 y 2.5.1.11 podemos observar el resultado de la
imagen tras aplicar la correccion gamma sobre la serie de proyecciones con valores de

gamma de 0.5, 1 y 1.5 respectivamente.

tilt_series.sel tilt_series.sel

191 (-45.0) 512x512 pixels; 32-bit;

»EI L2 » B0 >

Figura 2.5.1.9: A la izquierda la imagen original, a la derecha la imagen tras

realizar la correciéon gamma con gamma=0,5

tilt_series.sel tilt_series.sel

41 »
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Figura 2.5.1.10: A la izquierda la imagen original, a la derecha la imagen tras

realizar la correciéon gamma con gamma=1,5

Li2l; D12x012 pixazls 32-hit; 42 17215 D12x512 pixzls; 32-hit; 42

Figura 2.5.1.11: A la izquierda la imagen original, a la derecha la imagen tras

realizar la correcion gamma con gamma=1.

El dltimo algoritmo de pre-procesado que se ha implementado ha sido Contrast
Enhance, que permite realizar mejoras en el contraste de la serie de proyecciones
utilizando técnicas de igualacidn de histograma (histogram equalization) 6 estiramiento
de histograma (histogram stretching). Estas técnicas de modelado de histograma
proporcionan un método sofisticado para modificar el rango dindmico y el contraste de
una imagen mediante la modificaciéon de dicha imagen de tal forma que el histograma

de su intensidad tenga la forma deseada.

Las técnicas estiramiento de histograma (también llamadas técnicas de
normalizacién de histogramas) mejoran el contraste de una imagen por el estiramiento
de los valores de intensidad para abarcar un intervalo deseado. Se diferencia de las

técnicas de igualacion de histograma en que sélo es posible aplicar una funcién de
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escalado lineal a los valores de pixel de la imagen, haciendo que estas técnicas permitan
realizar mejoras de contraste mas pobres que las obtenidas con técnicas de igualacién de

histogramas.

Por su parte, las técnicas de igualaciéon de histogramas permiten realizar
mejoras en el contraste de la imagen, utilizando para ello funciones de transferencia no
lineales y no monot6nicas para mapear los valores de intensidad de cada pixel en la

imagen original y la que se va a generar.

Al igual que el resto de algoritmos de pre-procesado implementados, Enhance
Contrast es una técnica implementada en ImagelJ, por lo que podemos utilizar la libreria

IJ para realizar la mejora de contraste a través de este programa.

Para ejecutar este algoritmo, ImageJ proporciona el didlogo de recogida de

datos que muestra la figura [2.5.1.12]

| import X-Ray | @ Enhance Contrast

| load transform | | export aligned images | Saturated Piels: E Yo

| save transform || reset | [v] apply alignment _INormalize

_|Egualize Histogram

[ Data information [ Pre-processing | Align tilt series | Reconstruction | Post

_IMormalize All 81 Slices
_IUse Stack Histogram
| Hot spot removal | | Subtract Background | | Ban QK cancal|
Gaussian | | Median | | Gamma
Crop | | Enhance Contrast
1]
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Fig. 2.5.1.12: Dialogo proporcionado por Image]J para recoger las opciones con las que se

ejecuta el algoritmo de Enhance Contrast

Donde el pardmetro Satured pixeles determina el nimero de pixeles de la
imagen que se puede saturar, por lo que cuanto mds alto sea este valor mas aumentara el
contraste realizado. Este valor debe ser siempre mayor que cero para obtener un
histograma satisfactorio. El checkbox normalize permite que Imagel recalcule los
valores de los pixeles de la imagen hasta que su rango sea el mdximo posible para cada
tipo de datos (0-255 para imdgenes de 8-bits y 0-65535 para imagenes de 16-bits).
Habilitando la opcion Equalize histogram Imagel realizard la mejora de contraste
utilizando métodos de histogram equalization, método comentado anteriormente, y que
pasard por alto el valor de satured pixeles para utilizar un algoritmo de histogram
equalization estandar. En el caso de no estar habilitada esta opcidn se utilizarén técnicas

de igualacion de histogramas.

A continuacién se mostrard un ejemplo de aplicacién de esta mejora de

contraste utilizando cada uno de los métodos expuestos:

| »ED = |

Fig. 2.5.1.13
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Como se ha ido mencionando a lo largo del capitulo, para realizar la
integracion de estos algoritmos se ha utilizado la libreria de clases 1J de Imagel, por lo
que la implementacién ha resultado relativamente sencilla ya que al ejecutar el comando
correspondiente el control del proceso es tomado por Image], que se encargard de
proporcionar al usuario las ventanas emergentes necesarias para realizar la entrada de
parametros y ejecutar el comando indicado. Toda la parte relacionada con la
implementacién de la integracion de estas funciones se verd detalladamente en el

capitulo [3.1].

Es muy importante recalcar en este punto una de las ideas principales en las
que se basaba en software Xmipp_TomoJ y que se ha decidido introducir en el software
Tomol que, aunque el alumno durante este proyecto no haya realizado esta integracion
si que ha participado activamente en ella en este contexto. Esta idea es la permitir al
usuario llevar un seguimiento de todas las funciones que haya utilizado a lo largo de sus
interacciones con el programa, desde la carga de la serie de proyecciones hasta realiizar
su reconstruccion, permitiéndole volver sobre cualquiera de los pasos que haya
realizado en cualquier momento. Este concepto de workflow proporcionard al usuario
flexibilidad y facilidad para deshacer los cambios que han producido efectos no
deseados sobre las proyecciones. Para ello, TomoJ almacenard en memoria una
instancia del objeto que representa la serie de proyecciones aumentando el uso de esta
de forma considerable, creando una estructura jerarquica con los diferentes estados por

los que pasard la serie de proyecciones.

‘ import X-Ray |

‘ load transform | | export aligned images |

‘ save transform || reset ‘ [v] apply alignment

Align tilt series | Reconstruction | Post-Processing | ] Load

Data information I Pre-processing |_ % [CJ run("Gaussian Blur..." , "sigma=56 stack")

[ run("Median...” , "radius=4 stack")

Hot spot removal ‘ | Subtract Background | ‘ BandPass Filter ‘

Gaussian ‘ | Median | ‘ Gamma

Crop ‘ | Enhance Contrast
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Fig. 2.5.1.14 En el panel derecho sobre fondo blanco podemos apreciar como a
medida que filtramos la serie con los diferentes algoritmos se genera la estructura
jerarquica que en el fututo (cuando esté implementado) permitira al usuario volver al paso que

convenga oportuno

La importancia que acarrea la integracion de esta idea en el software TomoJ en
el contexto de los algoritmos de pre-procesamiento reside en que es necesario conocer
los pardmetros de entrada que haya introducido el usuario (la desviacion tipica en el
caso de el filtrado gaussiano, el radio de vecindad en el caso del filtrado de la mediana
y el valor de gamma en el caso de la correccion gamma), ya que este valor serd el que
distinga los diferentes pasos que formaran parte de la estructura arbérea que generara el
workflow. Sin embargo, al ejecutar el comando de ImageJ éste es el que proporciona la
recogida de estos pardmetros y, por lo tanto, como desarrolladores de TomoJ los
desconocemos. Para solucionar este problema se ha implementado un método que
permite capturar los didlogos que corren dentro de un terminal para obtener el valor de
dichos pardmetros. Toda esta implementacion se verd detalladamente en la seccion

[3.1].

Por dltimo, ademds de estos algoritmos de pre-procesamiento se ha
implementado a su vez la herramienta crop, disponible también en ImagelJ y que
permite al usuario recortar la imagen para obtener una pequefia region de interés. Esta
herramienta es utilizada en casos en los que el tamafio de la imagen supera la memoria

disponible del ordenador en el que se estd ejecutando el programa.

Para utilizar esta herramienta es necesario seleccionar un drea rectangular a
través de ImageJ que serd la que forme la nueva imagen y pulsar el botén Crop. En las
figuras [2.5.1.15] y [2.5.1.16] podemos observar como se realiza el proceso de recortar

una proyeccion.

61



Junio 2012 - Integracion de diferentes paquetes de tomografia electrénica - JSJ

") gita.mrc

‘ import X-Ray |

[ tloadtransform | [ export aligned images |

Data information | Pre-processing | Align tilt series | Reconstruction | Post-Processing [ Load

set tilt angles 4

remove current image H

normalization type |Electron Tomo : ]

Fill blanks with [Zeros  [+|
tilk axis () = i
File Edit Image FProcess Analye Flugins  Window Help
B clzlol <]t~ alalols] | [s]#]alz] | [~
Unused Tool

[ 5

Fig. 2.5.1.15 Seleccionamos el area que deseamos recortara trvés de ImageJ

| import X-Ray

| load transform | | export aligned images

| save transform | | reset | apply alignmen

-
[ Data information | Pre-processing | Align tilt series | Reconstruct
| Hot spot removal | | Subtract Background | I:
» ET
| Gaussian | | Median | | Gamma
| Crop | | Enhance Contrast |
o |»

Fig. 2.5.1.16 Imagen recortada a partir de la herramienta crop.
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2.5.2 Integracion Tomo3D

Tal y como introdujimos en el capitulo [2.4], Tomo3D es un programa que
permite realizar reconstrucciones tridimensionales a partir de una serie de proyecciones
bien alineada aprovechando el poder computacional de la tecnologia multicore,
permitiendo obtener tomografias de calidad con un tiempo computacional mucho menor

que los algoritmos convencionales.

Tomo3D permite realizar reconstrucciones a partir de los algoritmos WBP y
SIRT, empleando un tiempo del orden de segundos para el primer algoritmo y del orden
de pocos minutos para el segundo. A lo largo de este capitulo veremos la interfaz que se
ha creado para ejecutar este programa desde TomolJ, asi como los resultados obtenidos a

partir de su ejecucion, dejando su implementacion para el capitulo [3.3].

Como algoritmo de reconstruccion, el programa Tomo3D tiene cavidad en la
pestaiia de Tomol reconstruction, que, como vimos en el capitulo [2.3.2] ofrece al
usuario la capacidad de ejecutar los diferentes algoritmos de reconstruccién. Tal y como
vemos en la figura [2.5.2.1] han sido afiadidas a la lista de algoritmos de reconstruccién

las opciones WBP (tomo3D) y SIRT (tomo3D).
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| import X-Ray |
| load transform | | export aligned images |
| save transform | | reset | apply alignment
[ Data information | Pre-processing | Align tilt series | Reconstruction | Post-Processing | [} Load
rinformation irreconstruction options
tilt axis (%) EE Weighted Back Projection |v
: Back Projection
: Weighted Back Projection
i ART
. . : SIRT
thickness (pixels) 5125 : WEP (Tomo3D)
: weighgIRT (Tomo3D) H
| load Tomogram |
[]remove gold beads
| reset Tomogram | :
[T

| Reconstruction |

Figura 2.5.2.1: Pestaiia de reconstruccion de la interfaz de usuario de TomoJ una vez

integrado el programa Tomo3D

Tomo3D consta de tres ficheros binarios que se lanzardn desde la linea de
comandos para ejecutar el proceso. Dependiendo del procesador de la maquina que se
esté utilizando se utilizard el fichero binario adecuado, tal y como se adelanté en el
capitulo [2.4]. El funcionamiento basico de este programa es el recibir la serie de
proyecciones en formato MRC asi como un fichero de texto IMOD (extensiéon TLT) que
contenga los dngulos de inclinacion de cada una de las imagenes que contiene la serie
en el mismo orden (una linea por proyeccién), generando como salida el tomograma de

la serie en formato MRC.
El uso general de este programa es por tanto el siguiente:

tomo3D.ia32 -a tilt_angle_file.tlt -i tilt_series.mrc
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Donde fomo3D.ia32 es el fichero binario que deben utilizar las maquinas de
32-bits, tilt_angle_file.tlt es el fichero que contiene los dngulos de inclinacién de la serie

y tilt_series.mrc es la serie de proyecciones.

Ademads, Tomo3D permite introducir otra serie de opciones como parametros,
por ejemplo, este programa utiliza por defecto el algoritmo WBP para reconstruir,
ofreciendo la posibilidad de introducir a través del flag -m la frecuencia del filtro de
Hamming que se aplica en este algoritmo. Por defecto, en WBP, el programa aplica un
filtro Ramp junto con un filtro de Hamming. Este dltimo permite la atenuacién de las
frecuencias altas, que, habitualmente contienen mucho ruido. Este pardmetro permite la
creacion de una frecuencia inicial a partir de la cual el filtro Hamming no se aplica. Este
valor debe estar en el rango [0,0.5], donde 0,5 representa el valor de la frecuencia de
Nyquist y, con el cudl no se aplicaria el filtro de Hamming. Por lo que para el caso del
siguiente ejemplo tomo3D utilizaria el algoritmo WBP con frecuencia inicial de 0,23

para el filtro de Hamming.

tomo3D.ia32 -a tilt_angle_file.tlt -i tilt_series.mrc -m 0.23

Si el usuario desea utilizar el algoritmo SIRT se utilizard el flag -S.
Recordaremos en este punto que este algoritmo, al igual que ART, es un proceso
iterativo, por lo que es posible a su vez indicar el nimero de iteraciones que el usuario
desea realizar a través del flag -I. En el caso de no habilitar este flag se tomard un total
de 40 iteraciones como valor por defecto. A continuacién mostramos un ejemplo del uso
del programa Tomo3D utilizando el algoritmo de reconstruccién SIRT y un total de 15

iteraciones

tomo3D.ia32 -a tilt_angle_file.tlt -i tilt_series.mrc -S -1 15

De entre todos los flags que permiten aumentar la funcionalidad de tomo3D a
la hora de usarse, ademds de los ya mencionados, se ha decidido utilizar el flag -c que
en el caso de que esté activado, restringe el volumen que se va a calcular. Este flag es
utilizado habitualmente en el caso del uso de algoritmos SIRT, donde en cada iteracion
se asegura de que las densidades de los voxels del volumen que se calcula sean

positivas, dejando a cero las que sean negativas.
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Para permitir al usuario aplicar cada uno de estos flags y, en funcidn del tipo de
algoritmo de reconstruccion utilizado se han habilitado las siguientes interfaces de
usuario que permitan habilitar estas funcionalidades. En la figura [2.5.2.2] podemos
observar la interfaz ofrecida para utilizar el algoritmo WBP mientras que en la figura
[2.5.2.3] observamos la interfaz ofrecida para utilizar el algoritmo S/RT. En el capitulo
[3.3] explicaremos detalladamente cémo, a partir de los datos recogidos de la interfaz de
usuario, el programa construye y ejecuta el comando que permite la utilizacién de este

programa.

| import X-Ray |
| load transform | | export aligned images |
| save transform | | reset | apply alignment
[ Data information | Pre-processing | Align tilt series | Reconstruction | Post-Processing [} Load

rinformation ‘|rreconstruction options

tilt axis () o

WBP (Tomo3D) |v|

thickness (pixels) 5125

| load Tomogram | starting frecuency [0.0,5] [0.00

| reset Tomogram |

[] Constraining

4] [ »

| Reconstruction |

Figura 2.5.2.2. Visualizacion de los parametros de entrada para el algoritmo WBP en el

programa Tomo3D
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| import X-Ray |
| load transform | | export aligned images |
| save transform | | reset | apply alignment
[ Data information | Pre-processing | Align tilt series | Reconstruction | Post-Processing | [ Load

rinformation ‘|rreconstruction options

tilt axis (°) o

SIRT (Tomo3D) |~

thickness (pixels) SIZE

| load Tomogram | iterations [115

| reset Tomogram |

|| 7l constraining

« [»

| Reconstruction |

Fig. 2.5.2.3. Visualizacion de los parametros de entrada para el algoritmo SIRT en el

programa Tomo3D

Una vez introducidos los pardmetros solicitados por la interfaz, a través del
botén Reconstruction podemos obtener la reconstruccion de la serie. Como
mencionamos anteriormente se tratard de un fichero en formato MRC que, serd cargado
en memoria y mostrado al usuario. En las figura 2.5.2.4 y 2.5.2.4 se muestra un ejemplo
de la ejecucion del programa para cada uno de los algoritmos de reconstrucciéon que
permite utilizar Tomo3D. Debemos de tener en cuenta que, para el caso de este ejemplo
la serie de proyecciones no ha sido alineada previamente, por lo que el resultado no serd
del todo correcto. En el capitulo [4] realizaremos una reconstrucciéon completa

realizando los pasos de preprocesado y alineamiento.
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Reslice of tomogram_tilt_series
i BiF:

| import X-Ray |
| load transform | ‘ export aligned images |
| save transform | ‘ reset | apply alignment

Data information | Pre-processing | Align tilt series | Reconstruction | Post-Processing |

rinformation rreconstruction options

tilt axis (%) DE

WEP (Tomo3D) [~]
thickness (pixels) SIZE
starting frecuency [0.0,51 |0.00

[] Constraining

Reconstri &

»E] il L]

Fig. 2.5.2.4. Tomograma obtenido a través del programa Tomo3D para el algoritmo WBP

con una frecuencia inicial de 0.00

‘ import X-Ray |

‘ load transform | ‘ export aligned images |

‘ save transform | ‘ reset ‘ apply alignment
[‘Data information | Pre-processing | Align tilt series | Reconstruction | Post-Processing [ Load
rinformation reconstruction options:

tilt axis (°) UE'
I

thickness (pixels) SIZE

load Tomogram iterations 20

[] constraining

3
Reconstruction

Fig. 2.5.2.4. Tomograma obtenido a través del programa Tomo3D para el algoritmo SIRT

con 11 iteraciones
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2.5.3 Importar imagenes de TomoX

Tal y como se present6 durante la enumeracion de los objetivos que planteaba
el proyecto, una de las funcionalidades con la que se iba a mejorar el software Tomol
era el de implementar la capacidad de importar imdgenes relativas al campo de la
tomografia de Rayos X, introducida en el capitulo [1.4], permitiendo al usuario tratarlas
de la misma forma que en el caso de imagenes obtenidas por micrografia electrénica de

transmision para obtener su reconstruccion tridimensional.

El equipo de desarrollo de Xmipp ha trabajado en este campo durante afios,
desarrollando potentes algoritmos que permiten trabajar con imdgenes de Rayos X
desde su proceso de adquisicion hasta el de su reconstruccion, por lo que el alumno
integrard nuevamente estos algoritmos en el software Tomol. Para ello se ha creado el
botén import X-Ray en el panel superior de la interfaz de usuario de este programa, tal y

como observamos en la figura [2.5.3.1]

e A S R Y S S e,

| import X-Ray ]D
S S e —

| load transform | | export aligned images |

| save transform | | reset | apply alignment

fData information | Pre-processing | Align tilt series | Reconstruction | Post-Processing |

set tilt angles |

remove current image |

normalization type |Electron Tomo n

Fill blanks with |Zeras |v|

tilt axis (%) OE

[ Load

i |»

Figura 2.5.3.1: Interfaz de TomoJ, resaltado el botén que permite importar

imagenes de TomoX.
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Aunque en este apartado no nos centraremos en la implementacion de esta
funcionalidad es importante destacar que, como se ha mencionado anteriormente, se ha
utilizado uno de los algoritmos de Xmipp, concretamente el programa
Xmipp_xray_import, cuyo cddigo fuente, escrito en C++, estd ubicado en el directorio

Programs de Xmipp. (Figura 2.1.2.1).

El funcionamiento bdsico de este programa, ejecutado por el usuario desde un
terminal, es el de recibir como pardmetros los directorios en los que se encuentran las
imagenes obtenidas a partir de TomoX, asi como una serie de flags opcionales que
explicaremos a continuacion, y un directorio de salida, en el que generaré un fichero con
extension MRCS y un fichero formato SEL que apunte al anterior indicando ademas el
angulo de inclinacién de cada una de las proyecciones. Un ejemplo de cémo ejecutar en

un terminal este programa es el siguiente:

xmipp_xray_import --data "DirectorioDeDatos" --flat "DirectorioFlatField" --

orrot "DirectorioDeSalida" -crop 7 -f -1

Donde "DirectorioDeDatos" es la ruta en la que se encuentran los datos, es
decir, cada una de las proyecciones tomoadas con rayos X en el que la muestra estd
presente. "DirectorioFlatField"” es el directorio en el que se encuentran los flatfields,
correspondientes a proyecciones con el mismo dngulo de inclinacién que las anteriores
en las que no aparece la muestra. "DirectorioDeSalida" es el directorio en el que se va a
generar la salida y los flags -crop, -thr, -f y -1 permiten la opcionalidad de recortar las
imagenes en el caso en que podamos tener problemas de memoria por una gran cantidad
de datos, utilizar el nimero de threads elegido por el usuario para agilizar la ejecucion
del proceso, aplicar un filtro mediano para eliminar pixeles mal procesados en los
bordes y aplicar una correccion loglOQ para normalizar las imdgenes de salida

respectivamente.

Para recoger cada uno de estos pardmetros se ha creado la interfaz de usuario
que podemos ver en la figura [2.5.3.2], que aparecerd como una ventana emergente en el
momento en que el usuario seleccione el botén import X-Ray. Por razones de

comodidad al usuario se ha decidido tomar como directorio de salida el directorio de
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trabajo en el que se encuentran los datos obtenidos a partir de TomoX, por lo que el
usuario no tiene la posibilidad de introducir este campo. Ademds, el nimero de threads

que va a emplear la maquina para realizar el proceso serd siempre de dos threads.

Como podemos observa, para los directorios de datos y de flatfield, la interfaz
ofrece la posibilidad de introducir estas rutas por medio de una cadena de texto o
seleccionando el directorio de entre los directorios del sistema de ficheros de la maquina

en la que se esté ejecutando el proceso.

| import X-Ray |
| load transform | | export aligned images |
| save transform | | reset | apply alignment
l’Data information r Pre-processing rAIign @ import XRay [y Load
set tilt angles | Data Directory [g22tomo3tomogramal .
remove current image | Flatfield Directory [,rz,20110922tomo3/f] IIl
normalization type = Crop [7.0 |
Fill blanks with |Zeros apply log correction
tilt axis (°) lja [] apply bad pixels filter
e | oK | | Cancel |

Figura 2.5.3.2: Interfaz de recogida de datos de usuario proporcionada por

TomoJ para la ejecucion de Import X-Ray

Una vez recogido los pardmetros introducidos por el usuario se realizard una
llamada al programa xmipp_xray_import desde el terminal, obteniendo un fichero en
formato SEL con la serie de proyecciones equiparable a una serie obtenida a partir de

tomografia electrénica por transmision, por lo que esta serie serd cargada en memoria
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para poder reconstruirse posteriormente y mostrada al usuario, tal y como podemos

apreciar en la figura [2.5.2.3].

import X-Ray

| load transform ||

export aligned images ‘

| save transform || reset | [¢] apply alignment

Data information | Pre-processing | Align tilt series | Reconstruction | Post-Processing |

55.0
56.0
56.990002
58.0

59.0
59.990002

set tilt angles | image angleTilt enabled
-59.99 v -
remove current image | 59 v =
58 Ifd
normalization type |Electron Tomo n 57 ¥l
56 vl
Fill blanks with |Zeros - 55! v
tilt axis () o zg ]
52 ¥l -
51.990002 =
52.990002
53.990002

A L]

xray.sel (33.3%)

PRI 1 =

Figura 2.5.2.3: Resultado de la ejecucion de importar imagenes de Rayos-X. En la imagen

derecha observamos la serie y en el panel central podemos comprobar cémo ha sido cargada en

memoria, con sus angulos de inclinaciéon incluidos
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3 Implementacion de la integracion realizada

3.1 Estructura del software TomoJ

El programa TomoJ ha sido implementado, en su totalidad, a través del entorno
de desarrollo IntelliJ Idea. La cual proporciona al desarrollador una interfaz grafica de
disefio que permite mantener separadas la interfaz grifica de usuario y la légica de
negocio de una aplicacién. Para ello, IntelliJ Idea permite crear interfaces graficas de
usuario utilizando los componentes Swing de la libreria de Java de manera facil y

sencilla.

La interfaz de usuario se separa de su cddigo Java y se almacena en ficheros de
formulario basados en XML. Cada una de estas interfaces graficas tendrd una clase Java

asociada, la cual implementara cada uno los métodos que su interfaz haya definido.

Para implementar la interfaz grafica de usuario [IntelliJ Idea permite al
desarrollador abstraerse del c6digo Swing proporcionado un conjunto de herramientas
con las que afiadir, quitar y modificar los diferentes elementos de los que conste la
interfaz grafica de usuario, siendo el compilador Java el que genere todo el cédigo

correspondiente al formulario en su clase asociada.

Una vez creados formulario (interfaz grafica de usuario) y clase Java asociada
se seguird un paradigma de programacion dirigidas por eventos, en la que el flujo de la

ejecucion del programa serd determinado por el usuario de TomoJ.

El software TomoJ estd formado, por tanto, por una serie de pares formulario -
clase asociada, donde el par mas importante es el formado por la dupla TomoJ_.form y
TomoJ_.java que muestran e implementan la interfaz principal de TomoJ que ya hemos

mostrado a lo largo del proyecto.

La clase TomoJ_.java implementa cada uno de los métodos ofrecidos por la

interfaz de usuario del programa, para ello, la herramienta de desarrollo crea
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automaticamente un método por cada boton definido en el formulario, pasdndole como
argumento una instancia de la clase ActionListener, interfaz que utiliza Java para recibir
eventos en este tipo de aplicaciones. La clase TomoJ_.java se apoya ademds en un
conjunto de clases que representan, entre otras, toda la informacion relativa a la serie de
proyecciones (clase TiltSeries.java) o los métodos utilizados para realizar las

reconstrucciones tridimensionales (TomoReconstruction.java) entre otras.

Por el momento no vamos a centrarnos en profundidad sobre la estructura del
proyecto TomolJ, ya que este no ha sido implementado por el alumno, por lo que nos

centraremos en las integraciones realizadas a partir de dicha estructura.

3.2 Algoritmos de pre-procesado

Tal y como se presentd durante el desarrollo de la secciéon [2.5.1], los
algoritmos de pre-procesado integrados por el alumno han sido el filtro gaussiano, el
filtro mediano, la correccién gamma y la correccion de contraste (Constrast Enhance,
asi como la herramienta crop, que permite recortar imagenes. Recordaremos a su vez
que estos algoritmos y herramientas estdn implementadas en el programa ImageJ y que,
por lo tanto, para integrarlas, podemos utilizar la libreria IJ de ImageJ, que proporciona
los métodos necesarios para realizar la implementacion de cada uno de estos métodos
proporcionando una API para los desarrolladores de plugins de este programa. Para ello,
unicamente hemos de importar la libreria ij.jar a nuestro proyecto, aunque, como era de
esperar, esta libreria ya estaba siendo usada por los desarrolladores de TomoJ antes de
la participacion del alumno. Esta API, aparte de proporcionar métodos ofrece a su vez
un conjunto de clases utilizadas, entre otras, para representar las series de proyecciones,
como es el caso de la clase TiltSeries.java, que se trata de una extension de la clase

ImagePlus proporcionada por ImagelJ.

Para implementar cada uno de los algoritmos descritos anteriormente la
funcion de la libreria de 1J que se ha utilizado ha sido la funcién run(ImagePlus imp,
String command, String options). Este método recibe como parametros de entrada una
instancia de ImagePlus, en nuestro caso, recibird una instancia de TiltSeries que, como

mencionamos en el capitulo anterior se trata de la clase que representa nuestra serie de
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proyecciones y que es, a su vez, una extension de ImagePlus. La cadena de caracteres
command representa el comando que se va a utilizar para la llamada. Cada algoritmo
tiene su comando asociado. Por tltimo, la cadena options define las opciones de macro,
que para el caso de nuestra aplicacién no es necesario utilizar. El resultado de ejecutar
este método es el de modificar la instancia del objeto ImagePlus o TiltSeries aplicando

sobre esta el comando de entrada.

La figura [3.2.1] muestra el diagrama de clases utilizado para realizar la
integracion de los algoritmos de pre-procesado. Para ello se ha utilizado la clase Plugin
(siguiendo el modelo de Xmipp_Tomo de Xmipp), la cual define el método run
comentado recientemente asi como métodos de recogida de los pardmetros que se
utilizan para ejecutar este método. Se ha utilizado el principio de programaciéon de
herencia para caracterizar a cada uno de los algoritmos de pre-procesado, los cuales
heredan e implementan cada uno de los métodos de recogida de pardmetros que serd los

que utilice la clase Plugin en cada caso.

<< |nterface>> TomoJ.
TomeJ_form +gaussianButton( ActionL istener) | void
+gaussianButlon{ActionListener) : void +m edian Button{ Action Listener} : void
+medianBution{ActionListenar): vold [~~~ """~~~ """ +gammaBution{ActionListenar) : void
+gammaBu tton{ ActionListener) . void [+cropButton{ActionListener) | void
|tcropButton{ActionListener) : woid
TomoWindow
-Plugin
DialogCaptureThread +gelPlugin{) : Plugin
[ TomoWindow +setPlugin(Plugin} : void
+run() : woid +Capture Dialog() : void
|+getTe ) i hang icDialog, AWTevent) ' vold
Plugin
|*getOptions() : String
+getCommandy) : String
+run{Image Plus) . void
+collectParameters{GenericDialog) : void
gaussianPlugin medianPlugin jamma Plu cropPlugin contrastEnhance
+gelOptions() : Sting +getOptions() : Sting +getOptions() : String +getOptions(} : Sting +getOptions() : String
+getCommandy() : String +getCommandy(} : String +getCommandy(} : String +getCommand() : String +getCommandy() : String
+run{Image Plus) . void +run(Image Plus) . void +run(imagePlus) : void +run{Image Plus } : void +run({Image Plus) : woid
+collectParameters{GenericDialog) : void ollectP: icDialog) : v. ollectP: icDialog) : v. ollectP: icDialog) : v ollectP: icDialog) : .

Fig. 3.2.1: Diagrama de clases utilizado para la implementacion de los algoritmos de pre-

procesado
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Como ya hemos anticipado a lo largo del proyecto, una de las ideas de
Xmipp_Tomo para su software era la del concepto de workflow, una estructura arbérea
que mantuviese en cada nodo el estado por el que pasa el objeto de TiltSeries a medida
que el usuario aplica diferentes algoritmos y métodos a través del programa para poder
volver sus pasos en cualquier momento y sobre cualquier paso. Para llevar a cabo esta
idea es totalmente indispensable conocer cada uno de los pardmetros de entrada que
utilizan las funciones de TomoJ para poder diferenciar los pasos realizados de manera

inequivoca.

El problema que este concepto presenta en este contexto reside en que en el
caso de utilizar la libreria 1J para llevar a cabo la ejecucién de los algoritmos de pre-
procesado de imagenes reside en que el control del proceso pasa a ser de ImagelJ, por lo
que los didlogos de recogida de datos son proporcionados por el propio Imagel en lugar
de TomolJ. Esto implica que una vez devuelto el proceso a TomoJ después de aplicar el
algoritmo seleccionado, el desarrollador de TomoJ desconoce cudles han sido los

valores de los pardmetros de entrada.

Para solucionar este problema, se han creado las clases TomoWindow.java y
DialogCaptureThread.java [3.2.1], que utilizan el método captureDialog() para
capturar todos los didlogos que corren en cualquier terminal de la mdquina en la que se
esté ejecutando el proceso. Permitiendo seleccionar el tipo de didlogo que se esté
tratando de capturar, en nuestro caso: "ij.gui.genericDialog", que se trata de la clase que

permite mostrar los didlogos de ImagelJ.

La clase DialogCaptureThread.java serd una extension de Thread, hilo de
ejecucion que lanzard el proceso para escuchar los didlogos abiertos e invocard en su
método run al método de TomoWindow captureDialog(), el cual se subscribird a
DialogListener(). Este método se mantendrd inactivo hasta que sea capturado un
didlogo, en cuyo caso se invoca el método dialogltemChanged(GenericDialog gd,
AWTEvent e) de TomoWindow, que serd el encargado de recoger los pardmetros
introducidos por el usuario. A continuacién explicaremos la secuencia de pasos utilizada

detallada para realizar la captura de pardmetros de la ventana de ImageJ
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Durante la implementacién del método relativo al boton de cada uno de
los algoritmos de pre-procesado se lanza un hilo de ejecucién de

DialogCaptureThread:

newThread(new DialogCaptureThread(TomoWindow window ).start

La clase DialogCaptureThread implementa el método run(), que es el
que se ejecute cuando se lanza el proceso start del paso anterior. Este

método invoca al método TomoWindow.captureDialog()

El método TomoWindow.captureDialog() revisa todas las ventanas
abierta por el terminal, y se subscribe a aquellas que coincidan con la

clase ij.gui.GenericDialog a través del método addDialogListener ().

En el momento en el que se abre una ventana de las anteriores, el evento
llega al método TomoWindow.dialogChangedltem(GenericDialog gd,
AWTevent e) que en el objeto gd contiene todos los pardmetros

introducidos por el usuario.

Por ultimo, se utiliza el método Plugin.collectParameters(GenericDialog
gd). A través de este método cada hijo de la jerarquia plugins recogera
el nimero de parametros que le corresponda, ya que en el caso de haber
sido el filtro gaussiano el utilizado el objeto gd tinicamente contendra el
valor del parametro sigma pero si el algoritmo que se ha utilizado ha
sido el de mejora de contraste, gd contendrd todos los pardmetros

relativos a su utilizacion.

3.3 Integracion de Tomo3D

Para realizar la integracion del programa Tomo3D en Tomol se ha seguido el
diagrama de clases relativo a la figura [3.3.1]. Es importante destacar que este diagrama

unicamente recoge los métodos y atributos implementados y utilizados por el alumno
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para realizar la integracion de estos programas. Cada uno de los métodos y atributos

serdn explicados detalladamente a lo largo de este capitulo.

<<|nterface>>
TomoJ_.form

-constraining : JCheckBox
-wbpFrecuency : JTextField
-sirtiterations : JSpinner

-reconstrucctionButton : JButton <— _______

Tomod,

-ts @ TiltSernes

-imag eMetadata : Metadata
-reconstructionButton : JB utton
-constraining :
-whpFrecuency : JTextField
-sirtlteation | JSpinner

JCheckBox

TiltSeries

-titAngles : double[]

+getiterations Tomo3d() : String
+getConstrainingTomo301() : boolean
+getWhbpFrecuency Tomo3D(): Sting
+doReconstruction() : woid

Strina,

[ +tome

mw‘tﬁgnsdlmgas(ﬂt&ari;a,rshing, pal'mﬂ : void

: void

le Path{String ;

+createTitFile(double [, S'trhgll: void
+deleteFile(String) | void

g

String) : N

2) 1 void

+geTilthngles() : double |

XmippCommands

+exec(Sting, boolean) : void

+read(String) : void
+getValueString() : String
+setValueSting(String) : void

Fig. 3.3.1: Diagrama de clases utilizado para realizar la integracion de Tomo3D en TomoJ

El primer paso que se ha realizado para realizar la implementacion ha sido el

de afiadir la opcion de utilizar el primer programa en la interfaz de usuario de TomoJ.

Como mencionamos en el capitulo [3.1], la clase principal del proyecto es TomoJ_.java,

que implementa las acciones a realizar una vez pulsados los botones de la interfaz de

usuario, definida por TomoJ_.form. Por esta razon, el primer fichero recodificado ha

sido este ultimo, anadiendo a la lista de opciones del ComboBox las alternativas WBP

(Tomo3D) y SIRT (Tomo3D), tal y como podemos observar en la figura 3.3.2.
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---------------------------- v 1
load transform | ‘ export aligned images | ‘ Ulj P | [oed
save transform | | reset ‘ [l apply alignment [0 show all = save
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, — e 4 Q
@ List Model for model Data information | Pre-processing | Align tilt series | Reconstruction | Post-Processing | _d[Tree I
== - T = E __Jcolors
Items in the model {(one line per item): oieaton E remnStmdm&Uptmn“ i [1sports
: = ~
Back Projection || B BeBack Projection - Clfood
Weighted Back Projection : e
ART tilt ands (°) | o= number of iteration o=
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WEP (Tomo3D) : relaxation coefficient \ 0',—j
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[0 remove gold beads
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arenl [_] Constraining ‘ .
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Fig. 3.3.2: Interfaz de diseiio proporcionada por TomoJ para crear interfaces de usuario.
La lista de la izquierda corresponde a las alternativas que presenta el ComboBox seleccionado, en el

que en este momento esta seleccionado la opcion Back Projection

Ademds de afiadir estas alternativas a la lista ha sido necesario afiadir los
paneles de recogida de datos para los dos algoritmos que se han sido implementados,
recordaremos en este punto del capitulo [2.5.2] que, para el caso de utilizar el algoritmo
WBP de Tomo3D, es necesario indicar la frecuencia inicial a partir de la cuél trabajara el
filtro de Hamming que se utiliza para este algoritmo, mientras que para el caso del
algoritmo SIRT de Tomo3D es necesario indicar el nimero de iteraciones que deseamos
emplear para llevar a cabo la reconstrucciéon. Ademads, en ambos casos es posible
habilitar la opcién constraining, que asegura que las densidades de los voxels del

volumen que se calcula sean positivas, dejando a cero las que sean negativas.

Como podemos observar en la figura [3.3.2] se han anadido tres paneles: el
primero de ellos relativo al algoritmo WBP, el segundo relativo a SIRT y un tultimo
panel para habilitar o deshabilitar la opcidn constraining. Ademads, en la parte posterior
nos encontramos a su vez con los paneles relativos al resto de métodos que ya estaban

implementados por TomolJ. Por ultimo, en la parte inferior derecha de la interfaz de
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disefio podemos encontrar el botén de reconstruccién, que serd el que lance el proceso

una vez introducidos los pardmetros solicitados por la interfaz de usuario.

En el momento en el que el usuario cambia el algoritmo de reconstruccion que
va a utilizar, se lanza un evento que serd recogido por el método de la clase
TomoJ_.java para ejecutar el método asociado al JComoboBox. Este método habilita y
deshabilita los paneles de recogida de pardmetros de cada algoritmo en funcién del
algoritmo elegido, por esta razén no visualizamos todos los paneles al mismo tiempo
como en la interfaz de disefio, si no que unicamente vemos los pardmetros asociados a

cada algoritmo, tal y como podemos observar en las figuras [2.5.2.2] y [2.2.5.3].

Una vez seleccionado el algoritmo a utilizar asi como sus pardmetros
asociados, el usuario utilizara en el botén Reconstruction para realizar la reconstruccion.
Esto lanzard un evento recogido por el método de la clases Java asociada a dicho botén.
Método que ya existia evidentemente antes de la llegada del alumno al proyecto ya que
permite realizar la reconstruccion de la serie con los algoritmos implementados por
Tomol. Esta reconstruccidon se realiza a través del método doReconstruction() : void,
que podemos ver en el diagrama de clases de la figura [3.3.1]. Es importante recalcar en
este punto una diferencia muy importante que existe entre las reconstrucciones ya
implementadas y las que el alumno integra. Esta diferencia reside en que los algoritmos
de reconstruccion implementados por Tomol utilizan la clase TomoReconstruction.java
para realizar la reconstruccion a partir de TiltSeries.java. Ambas clases son extensiones
de la clase de la libreria de Image] ImagePlus.java, por lo que para cada algoritmo,
Tomol crea una instancia de TomoReconstruction para obtener la tomografia en funcién
del estado del objeto TiltSeries. (No vamos a centrarnos en como se realizan estas
reconstrucciones al no haber sido implementadas por el alumno), aunque volveremos a

la clase TomoReconstruction.java mas adelante.

A diferencia de estos algoritmos, Tomo3D, como hemos introducido ya en
capitulos anteriores, se limita a recibir una serie como parametro de entrada en formato
MRC vy crear la reconstrucciéon en formato MRC. Esto implica que no se utiliza el
estado de la serie en memoria, si no que se utiliza el estado de la serie que estd

almacenado en disco, mientras que los algoritmos de reconstruccion implementados por
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TomolJ realizan todo el proceso en memoria. Este hecho va a provocar que, como
veremos mas adelante, sea necesario antes de realizar la reconstruccion almacenar el
estado en el que se encuentra la serie en disco y, una vez realizada la reconstruccién

cargar en memoria la tomografia a partir de la clase TomoReconstruction.java.

Como consecuencia de esta diferencia se ha decidido crear un método diferente
para implementar los algoritmos de Tomo3D. Este método recibe el nombre de
tomo3dReconstruction y recibe los pardmetros del tipo de algoritmo que se va a utilizar
(WBO 6 SIRT), los parametros del algoritmo (frecuencia inicial en el caso de WBP y
nimero de iteraciones para el caso de SIRT) y si se desea utilizar la opcién

constraining.
tomo3dReconstruction(String type, String options, boolean constraining)

Ademads, se han implementados a su vez los métodos getlterationsTomo3D() :
String, que permite obtener el valor introducido en el JSpinner "iterations",
getWbpFrecuencyTomo3D() : String, que permite obtener el parametro del JTextField
"WBPfrecuency" y getConstrainingTomo3D() : boolean, que permite extraer el valor
del JCheckBox "constraining". Por lo que las llamadas a este método son las siguientes
en funciébn del tipo de algoritmo que el usuario va a utilizar:
tomo3dReconstruction("wbp", getWbpFrecuencyTomo3D(),getConstrainingTomo3D())

tomo3dReconstruction("sirt", getlterationsTomo3D( ),getConstrainingTomo3D())

A través de este método se realizardn todos los pasos necesarios para ejecutar
el programa tomo3D con TomolJ, teniendo en cuenta que la serie de proyecciones puede
estar en diferentes formatos. En este punto es importante recordar uno de los objetivos
del proyecto que, hasta ahora, no habia vuelto a ser mencionado. Este objetivo era el de

integrar la capacidad de leer y procesar ficheros en formato SEL a través de TomoJ.

Los ficheros SEL son un tipo especial de ficheros que representan la serie de
proyecciones. Estos ficheros de texto contienen una linea para cada proyeccién de la
serie, en la que aparecen el nombre de la imagen de la proyeccidn, que puede estar en
formato MRCS, STK o XMP entre otros, un valor booleano que representa el hecho de

si esta proyeccion estd habilitada o deshabilitada, y el dngulo de inclinacién asociado a
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dicha proyeccién. Este ultimo paridmetro es muy importante, ya que gracias a estos
ficheros siempre tenemos informacion sobre el dngulo de inclinacién de cada
proyeccion. En el caso de otros formatos como MRC esta informacién no es conocida vy,
de hecho, al abrir el plugin de Tomol con cualquier formato distinto de SEL el
programa lo primero que realiza es preguntar al usuario cudles son los dngulos de
inclinacién de cada proyeccion, permitiendo introducir el primer dngulo y el salto
angular con respecto a la siguiente proyeccion, tal y como comentamos en el capitulo

[1.3.5].

En este contexto, la clase Metadata que encontramos en el diagrama de clases
de la figura [3.3.1] no es sino una representacion de este fichero. Los objetos de esta
clase mantienen toda la informacién relativa a cada proyeccién y para ello se utiliza el
método getMetadata(String filename) : Metadata que crea una instancia de Metadata a
partir del fichero SEL. Este método sera utilizado y explicado en momentos posteriores

de este capitulo.

La ultima clase del diagrama de clases de la figura [3.3.1] que ain no ha
recibido mencién es XmippCommands. Como recordaremos del capitulo [2.2] Xmipp
contiene una libreria de funciones que proporciona mds de 150 programas distintos. que
pueden ser ejecutados a través de la linea de comandos UNIX. Como veremos a
continuacién, la integracion de Tomo3D en TomoJ va a requerir de la ejecucién de
alguno de estos programas de Xmipp, por lo que el objetivo de esta clase va a ser el de
proporcionar una interfaz a la clase que la invoque (en este caso TomoJ_.java) para
ejecutar comandos en el terminal de UNIX de forma transparente y sencilla. Para ello
XmippCommands implementa el método exec(String command) : ExitValue, que ejecuta
el comando command en el terminal UNIX devolviendo un valor de la enumeracién

ExitValue que permite conocer el resultado de la ejecucion.

Volviendo al hilo de la ejecucién del programa y los ficheros SEL,
recordaremos que el programa Tomo3D se ejecuta desde la linea de comandos y que,
ademds, unicamente es capaz de recibir ficheros MRC como entrada. Este hecho va a
hacer que tengamos un especial cuidado a la hora de tratar ficheros SEL, ya que de

algiin modo tendremos que convertir este fichero a MRC. Por esta razon, y para explicar
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el proceso a través del cual se lleva a cabo la reconstruccion vamos a explicar el flujo de
procesos y de métodos que se sigue para lograr este objetivo teniendo en cuenta que la
serie de proyecciones se encuentra en formato SEL, indicando qué pasos no serdan

necesarios realizar en caso en que la serie se encuentre en formato MRC.

El primer paso consiste en guardar el estado de la serie en disco. A diferencia
del resto de algoritmos de reconstruccién implementados por TomoJ, Tomo3D necesita
guardar en disco el estado en el que se encuentra la serie antes de ser reconstruida ya
que, en la mayoria de los casos, la serie ha sido pre-procesada y alineada antes de ser
reconstruida. Este estado de la serie guardado en disco serd el que utilizaremos
posteriormente para realizar la reconstruccion, ya que el fichero original no cambia al
aplicarse las técnicas de alineamiento y pre-procesado, si no que estos cambios se
realizan en memoria a través del objeto TiltSeries. En realidad, esto ocurre inicamente
para el caso de los algoritmos de pre-procesado, que si modifican el objeto TiltSeries,
mientras que los algoritmos de alineamiento que implementa TomolJ crean una matriz
con el valor de cada uno de los pixeles alineados, sin modificar el objeto TiltSeries.
Estos ficheros que guardaran el estado de la serie de proyecciones en el momento previo
de la reconstrucciéon seran borrados al finalizar la ejecuciéon del programa, y serdn
creados en una carpeta ubicada en el mismo directorio que la serie original denominada
temporal, en la que, como veremos posteriormente serd necesario crear otros ficheros
temporales. Para implementar esta funcionalidad se ha utilizado la funcién
exportAlignedlmages(ImagePlus, String, String), que ya habia sido implementado
previamente por los desarrolladores de TomoJ, y que permite guardar el estado de la
serie en el mismo formato que la serie original, utilizando para ello la funcién de la
libreria 1IJ runPlugin(ImagePlus ts, String command, String filename), donde command
serd el nombre del plugin de Tomo3D que permita escribir un fichero a partir de una

instancia de ImagePlus ("sel_writer, "mrc_writer", "spider_writer" entre otros).

Una vez guardados los cambios sufridos por la serie de proyecciones Yy,
unicamente en el caso de que el formato de la serie original sea SEL, es necesario
convertir la serie de proyecciones a formato MRC. Es importante recordar que la serie

con la que estamos tratando en este punto no es la serie original, si no que es la obtenida
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en el paso anterior, que contiene el estado en el que se encuentra la serie antes de
realizar la reconstruccién. Para convertir una serie de proyecciones SEL en formato
MRC se ha utilizado una de las funciones de Xmipp, por lo que para ejecutarla se
llamard al método XmippCommands.exec(String command) explicado anteriormente.
Este programa de Xmipp llamado xmipp_image_convert convierte una serie de
proyecciones en formato SEL a la misma serie formato MRC. Para ello se ejecuta desde
un terminal UNIX con los siguiente parametros: xmipp_image_convert -i selFile.sel -0
mrcFile.mrc :mrcs, aunque en nuestro caso esté serd el comando que le pasaremos al

método XmippCommands.exec(String command).

En este punto debemos de tener en cuenta un hecho del que hasta el momento
no nos habiamos percatado. El directorio en el que se encuentra el terminal cuando se
ejecuta Imagel es el propio directorio /Image] que, dependiendo del usuario, estard
ubicado por el directorio /home del usuario. Sin embargo, la serie de proyecciones que
estamos cargando puede estar ubicada en un directorio diferente por lo que hemos de
tener sumo cuidado con las rutas que utilicemos a la hora de programar. Este factor hace
que en este caso sea imprescindible que la referencia a cada una de las proyecciones de
la serie que se encuentren en el fichero SEL se encuentren como ruta absoluta. En caso
contrario serd necesario reescribir el fichero SEL con las rutas absolutas de cada
proyeccion. Para ello se ha implementado la funcién createAbsolutePathSelFile
(String, String, String), que convierte el fichero SEL anterior en otro igual poniendo
todas las referencias a las proyecciones como ruta absoluta. Para ello, este método
utiliza la clase Metadata de Xmipp, disponible a través de la libreria Xmipp.JNLjar, que,
como introdujimos anteriormente representa la estructura del fichero SEL. A

continuacion se explica paso por paso qué tareas realiza esta funcion:

¢ Obtiene el objeto Metadata a partir del fichero SEL anterior a través de la
funcién getMetadata (String filePath) : Metadata, implementada por el
alumno. La cudl realiza una llamada a la funcién de la clase Metadata
(implementada por los desarrolladores de Xmipp)

Metadata.read(String filepath) : void.
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e Para cada proyeccion representada en el objeto Metadata obtiene el
nombre del fichero al que hace referencia, a través de la funcién
Metadata.getValueString(MDLable MDL_IMAGE, long proyection) :
String, modifica este valor fijando la ruta absoluta y modifica el objeto
a través de la funcion Metadata.setValueString(MDLable
MDL_IMAGE, String absolutePath, long proyection).

e Por ultimo, utiliza la funciéon Metadata.write(String file) para crear un
nuevo fichero SEL con el objeto Metadata modificado en el paso

anterior.

Una vez realizado este paso ya tendremos la serie, en cualquier formato,
preparada para ejecutar el programa Tomo3D. Es importante destacar que todos los
ficheros creados en este paso serdn ficheros temporales, por lo que serdn creados en el
directorio /temporal creado en el paso anterior y una vez terminada la ejecucién del

programa serdn borrados.

Ademas de la serie de proyecciones en formato MRC, Tomo3D necesita a su
vez un fichero de texto IMOD con extension TLT que contenga el dngulo de inclinacién
con el que ha sido tomada cada proyeccién. Para ello, se ha implementado la funcién
createTltFile(double[] angles, String file), donde el vector de dngulos es obtenido
facilmente a parir del objeto instanciado de TiltSeries a través de la funcion

TiltSerie.getTiltAngles() : double[] , implementada por los miembros de TomolJ.

Una vez obtenidos todos los ficheros a partir de los cuales realizar la
reconstruccion construiremos el comando que permita ejecutar el programa Tomo3D
desde el terminal UNIX. Para construir este comando utilizaremos los pardmetros de
entrada de esta funciéon que, como recordaremos indicaban el tipo de algoritmo que se
desea utilizar asi como los parametros asociados a este (la frecuencia inicial para aplicar
el filtro de Hamming en el caso de WBP y el nimero de iteraciones en el caso de SIRT)
asf como el uso de la opcidn constraining. Una vez construido el comando utilizaremos
el método XmippCommands.exec(String command) : void , que, como Vvimos

anteriormente permite ejecutar comandos de forma transparente en la linea de comandos

85



Junio 2012 - Integracién de diferentes paquetes de tomografia electrénica - JSJ

UNIX. Es importante comentar en este punto que este comando realizard una llamada al
fichero binario, relacionado con el tipo de procesador de la mdquina, de Tomo3D, por lo
que es necesario que este fichero binario se encuentre ubicado en el directorio de
Imagel. Estos requisitos de instalacion los veremos detalladamente en el manual de

instalacion del capitulo [5].

Una vez ejecutado el comando en el terminal, obtendremos la reconstruccion
tridimensional almacenada en disco y en formato MRC. Sin embargo, lo realmente
interesante seria mantener el estado de este volumen en memoria, ya que de este modo,
podremos aplicar a este volumen los algoritmos de post-procesamiento implementados
por TomolJ que estudiamos en el capitulo [2.3.2] y, haciendo ademds que el programa
Tomo3D sea totalmente equivalente al resto de algoritmos de TomolJ, ya que, a partir

de una serie de de proyecciones genera una instancia de la clase TomoReconstruction.

La clase TomoJ_.java contiene un atributo del tipo TomoRecostruction, que se
instancia cada vez que el usuario realiza una reconstruccién independientemente del
tipo de algoritmo que utilice. Recordemos que en este punto nuestro volumen
computado se encuentra almacenado en disco en formato MRC en el directorio
/temporal. Para obtener una instancia de TomoReconstruction a partir del fichero MRC

se han seguido los siguientes pasos:

e Generar una instancia de IJ.ImagePlus a partir del volumen en formato
MRC. Para ello se ha utilizado la funcién IJ.load(String filePath) :

ImagePlus de la libreria de Imagel.

e Construir el objeto de TomoReconstruction a través de su constructor:
TomoReconstruction (ImagePlus). Recordaremos en este punto que la
clase TomoReconstruction es una extension de la clase ImagePlus, por

lo que sus tipos son totalmente compatibles.

e Abrir el volumen computado a través del objeto TomoReconstruction.

Para ello se ha utilizado la funcién ImagePlus.show( ).
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Por ultimo, se borraré el directorio /temporal en el que se han creado todos los
ficheros auxiliares necesarios para llevar a cabo la ejecucion del programa. En este
directorio podemos encontrar el fichero TLT con los dngulos de inclinacion de cada
serie, la serie de proyeccion en el mismo formato de la serie original creado en el paso
previo a la reconstruccidn para guardar el estado en el que se encontraba la serie antes
de realizar la reconstruccion, el fichero SEL creado a partir del original con las
referencias hacia cada proyecciéon como ruta absoluta y la tomografia obtenida y

cargada en el paso anterior en memoria.

3.4 Integracion de import X-ray

Como se ha ido comentando a lo largo del proyecto, el software Tomol ha sido
implementado a través del entorno de desarrollo idea (IntelliJ), el cudl proporciona una
interfaz de disefo a través de la cual crear interfaces graficas de usuario utilizando los

componentes Swing de la libreria de Java de manera fécil y sencilla.

Para realizar la implementacion de esta funcionalidad se ha utilizado esta
interfaz de disefio, a través de la cual se ha obtenido una interfaz de usuario que permite
la recogida de los pardmetros necesarios para ejecutar la importaciéon de imagenes
tomadas a partir de TomoX. Estos pardmetros, de los que ya hablamos en el capitulo

[2.5.3] servirdn como entrada para el programa xmipp_xray_convert de Xmipp.

En la figura 3.1.1 se muestra la interfaz de disefio del entorno de desarrollo en
la que se han introducido componentes JSwing para disefar la interfaz de usuario.
Como se puede observar, los componentes JSwing conforman una estructura arbdrea
con todos los componentes del formulario. Se ha dividido este formulario en distintos
paneles, distinguibles por la funcionalidad que ofrecen. Los dos primeros son relativos
al directorio de datos y el directorio de flatfields, en los que se ofrece la posibilidad de
introducir estas ruta a través de un JTextField, en la que el usuario introducird la ruta del
directorio a mano y, ademds se permite la posibilidad de escoger un directorio del
sistema de ficheros del usuario pulsando el botén contiguo. El panel de Crop permite
recoger por medio de un JTextField el nimero de pixeles que se quiere recortar a cada

lado, mientras que los dos ultimos paneles permiten habilitar por medio de un
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JCheckBox si se desea habilitar la correccion logaritmica y el uso del filtro mediano

para eliminar pixeles erroneos.

"Flatﬁeld Diract
= []JPanel
(1l dataBrowse : |TextField

@ data : |Button Data Directory |

& [ panel T ———— S
IogCorrectionCheckBox:,'Che:»cB-:- S b

= []JPanel -
[1[l flatfieldBrowse : |TextFizld

@ flatfield : |Eutton [ apply log correction
G- ipanel [ apply bad pixels filter

WM Horizontal Spacer (M (HEEE——
k+ Horizontal Spacer 0K | ' Cancel |
[=)) Crop : JTextField ;
= []JPanel
buttonOK : |Button
buttonCancel : |Eutton
"Crop" : JLabel

=3

= []]Panel

Figura 3.1.1: Interfaz de disefio proporcionada por el entorno de desarrollo idea (IntelliJ)

utilizada para crear el fichero xray.form

Cada uno de los botones de la interfaz tiene un método Listener asociado en la
clase Xray.java que serd invocado cada vez que el usuario pulsa cada uno de ellos. Los
dos primeros deberdn mostrar al usuario su sistema de directorios para escoger los
directorios de datos y de flatfield con los cuales ejecutar el proceso. Para ello se ha
utilizado la clase JFileChooser, una clase java que nos permite mostrar ficilmente una
ventana para la seleccion de un fichero o un directorio. Por defecto, JFileChooser se
abre en el directorio home del usuario, tal y como observamos en la figura [3.1.2] y
permite seccionar cualquier tipo de fichero o directorio, aunque podemos realizar una
restriccion sobre el tipo que queramos abrir y, en nuestro caso, nos interesa Unicamente
mostrar los directorios por lo que utilizaremos el filtro
JFileChooser. DIRECTORIES_ONLY. Una vez seleccionado el directorio se escribirda

en el JTextField la ruta seleccionada. (Figura 3.1.3)
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Data Directory [ | I:I

| load transform | | export aligned iMac | tfield Directory | | I:l
| save transform | | reset | apply aliCrop [7.0 |
: : T 2 : . [] apply log correction
fData information | Pre-processing | Align tilt series | Recoi
set tilt angles : [] apply bad pixels filter

remove current i outputDirectory

normalization type |Electi g, or an. |ﬂ 20110923tomol |V| E
Fill blanks with |Zeros == 0final

tilt axis (°) | ©Joinicial
Caff

Nombre de archivo: [fhomefjavifxray/xray/20110923tomol fomograma |

Archivos de tipo: |T0dos los archivos |v|

(LY

| Abrir || Cancelar |

Fig. 3.1.2: Ventana emergente para seleccionar un directorio del sistema de
ficheros del usuario. Por defecto JFileChooser se abre en el directorio home del

usuario
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| import X-Ray |
| load transform | | export aligned images
import XRay
save transform reset a

| | | | E: Data Directory |3923tom0l_f'tomograma| _

fData information r Pre-processing rAIign tilt series r_|FIatfieId Directory | | I:l_oad
set tilt angles | crop [7.0 |
remove current image | [] apply log correction

normalization type |Electron Tomo n [] apply bad pixels filter
Fill blanks with |Zeros |v| | oK | | cancel |

tilt axis (%) OE

[T

Fig. 3.1.3 Interfaz de X-Ray una vez seleccionado el directorio de la figura

anterior

El botén Cancel cancela el proceso de importacion de Rayos-X dejando la
ejecucion del programa en el mismo estado que se encontraba previamente utilizando el
método dispose( ), mientras que, por su parte, el botéon OK es el que desencadena la
ejecucion del programa accediendo a cada uno de los JTextField y de los JCheckBox
para obtener los parametros que requiere el programa, construyendo el comando que
permita invocar al programa xmipp_xray_convert y ejecutandola a partir del método

XmippCommands.exec(String command) que ya vimos en capitulos anteriores.

El resultado de ejecutar este programa es un fichero con extension MRCS y
otro fichero en formato SEL que apunte al anterior indicando ademads el angulo de
inclinacion de cada una de las proyecciones, por lo que el siguiente paso que debemos
realizar es el de cargar en memoria esta serie generada. Al igual que ocurria en el caso

de la integraciéon de Tomo3D se ha creado un directorio temporal dénde se almacenan
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los ficheros generados, que podran ser descartados y el usuario lo cree conveniente. Se
ha decidido ademads que el directorio /temporal estard ubicado en el directorio padre del

directorio de datos que haya introducido el usuario.

Recordaremos en este punto que el software TomolJ trabaja con la clase
TiltSeries, cuya instancia mantiene toda la informacion sobre el estado de la serie de
proyecciones. Podemos darnos cuenta de el hecho de que cargar una imagen en
memoria a partir del una serie de proyecciones almacenadas en disco es precisamente lo
que realiza el programa al arrancar, comprueba qué imagen estd abierta en Imagel, a
partir de ella obtiene wun objeto [ImagePlus a través del método
WindowManager.getCurrentlmage() y genera el objeto TiltSeries utilizando para ello el
método init(ImagePlus, boolean). El caso en el que nos encontramos en este instante es
muy similar al anterior con la salvedad de el fichero que hemos de cargar en memoria
no es el fichero al que apunte la ventana de ImagelJ abierta, sino el fichero SEL creado
tras la ejecucion del programa ubicado en el directorio padre del directorio de datos
seleccionado por el alumno, por lo que reutilizaremos este método para cargar en

memoria la serie de proyecciones obtenida a partir de Import X-Ray.

Tras la llamada al método init obtendremos un objeto TiltSeries que

mostraremos a través de una nueva ventana a partir del método TiltSeries.show()
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4 Manual de instalacion

Para utilizar el plugin TomoJ a través de ImageJ utilizando las funciones del

paquete Xmipp es necesario seguir una serie de pasos que se muestran a continuacion:

1. Descargar el paquete Xmipp. Como ya hemos mencionado a lo largo del
proyecto, Xmipp es un paquete portable que puede ser integrado en
cualquier maquina que tenga instalado el compilador C++ de GNU vy
las librerias graficas Qt. En la practica esto incluye cualquier mdquina
UNIX y Windows via Cygwin. Se trata de un software abierto, por lo
que puede ser descargado desde el repositorio de sourceforge.net
facilmente. A su vez, el equipo de Xmipp ofrece la posibilidad de
descargar su propia mdaquina virtual con sistema operativo Ubuntu
10.11. Esta méaquina virtual puede ser descargada desde la web oficial

de Xmipp. Esta tltima opciéon ha sido la empleada por el alumno.

2. Compilar Xmipp. Una vez descargado el paquete Xmipp se procederd a
su compilacién situdndose con un terminal en el directorio raiz de
Xmipp y ejecutando -xcompile. Este proceso, que puede llevar uno
minutos compilard todas las clases ubicadas dentro del paquete e
instalard en la maquina todo el software necesario para utilizar las

funciones de Xmipp.

3.Ejecutar el comando source .xmipp.bashrc en el directorio raiz de

Xmipp.

4. Descargar el programa Image] (version 1.440). El propio paquete de
Xmipp ya cuenta con este programa, ubicado en el directorio
/xmipp/external/imagej. Por lo que se recomienda su uso. No obstante

este software se puede descargar facilmente desde la red.

5. Copiar las librerias de Xmipp utilizadas por ImagelJ para la visualizacién

de imdgenes en formato no estdndar, como es el caso de los ficheros
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SEL. Estas librerias, ubicadas en /xmipp/java/lib son las siguientes:

XmippViewer.jar, XmippUtils.jar, XmippJNI.jar, y XmippPPicker.jar.

6. Copiar los ficheros binarios de tomo3d en el directorio de ImagelJ. Tal y
como comentamos en los capitulos [2.4] y [3.3], el programa tomo3D
se ejecuta partir de la llamada a unos ficheros binarios que debemos
ubicar en el directorio de Xmipp, ya que éste es el directorio raiz del

proceso.

7. Por udltimo, es necesario copiar la libreria de clases compiladas de TomoJ
en el directorio /plugins de ImagelJ, esta libreria puede ser descargada

desde el repositorio sourceforge.net

En el caso en el que, ademas de utilizar el plugin de TomoJ, se desee mejorar la
aplicabilidad de TomolJ es posible descargarse el codigo fuente de TomoJ, modificarlo y

compilarlo. Para ello se han de seguir los siguientes pasos.

8. Descargar e instalar el entorno de desarrollo idea (IntelliJ).

9. Descargar el c6digo de TomolJ y abrirlo en idea.

10. Importar las librerias de Xmipp que ya estdn copiadas en el directorio
/imagelJ/plugins asi como la libreria 1J.jar que proporciona los métodos
y clases de Image] que, como hemos visto durante el proyecto
utilizamos a la hora de programar, al proyecto. Para ello utilizaremos la
interfaz de file->Project Structure->Dependencies y los afiadimos

manualmente.

11. Indicar que, una vez compilado el proyecto, el directorio en el que se
genere el JAR de salida sea el propio /imagej/plugins, lo que
reemplazara el JAR anterior y lo reemplazara por el nuevo. Este paso lo

realizaremos en la pestafia file->Project Structure->Artifacts
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5 Resultados

Una vez explicadas cada una de las funcionalidades que el alumno ha integrado
en el software TomoJ, vamos a realizar un proceso que ponga a prueba cada uno de
estos algoritmos para realizar el proceso de reconstrucciéon completo de una serie de

proyecciones bidimensionales.

Tal y como hemos visto a lo largo del proyecto, el alumno ha integrado la
posibilidad de trabajar con datos procedentes del campo de tomografia de Rayos-X,
algoritmos de preprocesado que permiten al usuario aumentar la calidad de la relacion
sefal a ruido de la serie, la posibilidad de trabajar con series de datos en formato SEL,
asi como el algoritmo de reconstruccion Tomo3D. Ademds, ha colaborado en la

integracion del algoritmo de alineamiento de Xmipp.

Con todo ello, durante este capitulo, realizaremos la reconstruccién de una
serie de datos de Rayos-X obtenida en el Sincrotron Aleméan de Electrones de Berlin.
Para ello seguiremos cada uno de los pasos que hemos desarrollado a lo largo del
proyecto: Importaremos las imdgenes de Rayos-X para cargarlas en memoria,
preprocesaremos la serie de proyecciones obtenida para aumentar la relacion sefial a
ruido con alguno de los algoritmos implementados por el alumno, alinearemos la serie
con el algoritmo de alineamiento de Xmipp integrado y, finalmente, la reconstruiremos

a partir del algoritmo Tomo3D.

5.1 Importacion de imagenes de TomoX

Para realizar este ejemplo, se ha utilizado una coleccién de datos procedentes
del Sincrotrén Alemdn de Electrones de Berlin. Esta coleccion de datos, para poder ser
tratada por el programa Tomo] tiene que estar necesariamente dividida en dos
directorios. El primero de ellos serd aquél que contenga las imédgenes relativas a las
proyecciones de la muestra expuesta a Rayos-X desde diferentes dngulos de inclinacion
(Imagen izquierda de la figura 4.1.1). Cada una de ellas debe ir acompafiada de un

fichero TXT en el que se encuentren todas las caracteristicas en las que se encuentre el
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microscopio en el momento en el que se toma la proyeccién, como la temperatura, la

inclinacién de la muestra y la energia con la que ha sido tomada entre otros.

Ademads del directorio anterior es necesario contar con otro en el cudl se
encuentren las mismas proyecciones que en el anterior tomadas sin la muestra, es decir,
unicamente se refleja el haz de electrones en el detector (Imagen derecha de la figura
4.1.1).. Este directorio de flatfields, nombre con el que se conoce a este tipo de
proyecciones, también deberd contener un fichero TXT con las caracteristicas del

microscopio en el momento de tomar la imagen.

img60995.spe (33.3%)
1340x1300 pixels; 16-hit; 3. 13401300 pixels; 16-bi

Fig. 4.1.1 A la izquierda se muestra la imagen obtenida por el microscopio de
Sincrotrén con la muestra, mientras que a la derecha se muestra la misma proyeccion sin la

muestra expuesta

Durante este paso, obtendremos una serie de proyecciones como Metadata.
Para ello, el programa creard un fichero SEL con cada una de las proyecciones con su
angulo de inclinacién. Para obtener este resultado el usuario, previa apertura de ImageJ

y de Tomol, deberd pulsar el botén Import X-Ray e indicar en qué directorios de su
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sistema de ficheros se encuentran los directorios que contienen las proyecciones

anteriores (figura 4.1.2)

| import X-Ray |
| load transform | | export aligned images |
| save transform | | reset | apply alignment
fData information r Pre-processing rAIign tilt series r Reconstruction r Post-Processing [y Load

set tilt angles |

. import XRay
remove current image

|§Data Directory [fhomejjaviixrayixray/201 _
normalization type |Electron Tomo = 1

Flatfield Directory [,-5,,20110922tomo3/f| I:l

ECrop [7.0 |

Fill blanks with |Zeros -

tilt axis (%) OE|

[] apply log correction
[ ] apply bad pixels filter

| OK | | Cancel |

4] | »

Fig. 4.1.2 Seleccion de los directorios de datos y flatfields por el usuario

El resultado de realizar esta opcién es el de obtener un fichero SEL en el
directorio /temporal ubicado en el directorio padre de /datagrama, que, en mi caso era el
directorio en el que se encontraban los las proyecciones en las que la muestra estaba
expuesta. Este Metadata serd cargado en memoria y mostrado al usuario tal y como

observamos en la figura 4.1.3
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Fig. 4.1.3 Proyecciones 8, 27, 58 y 104 de la serie obtenida a partir de la coleccion de datos

obtenida a partir de TomoX

5.2 Preprocesado de la serie

Una vez obtenida la serie de proyecciones, el siguiente paso a la hora de
realizar la reconstruccion tridimensional es el de preprocesar la serie. Tal y como
adelantamos en el capitulo [1.4] las imdgenes procedentes de TomoX tienen la
particularidad de tener una buena relacién sefial a ruido, por lo que no serd necesario un
preprocesado agresivo. El filtro que se ha decidido utilizar para llevar a cabo esta
reconstruccién ha sido un filtro Gaussiano de Sigma 2.0. Podemos observar los
cambios producidos en la serie en la figura 4.2.1 en la que se compara las proyecciones
de la serie original con la serie filtrada. Recordaremos en este punto que este filtrado
afadir detalles de baja frecuencia, por lo que puede producir un efecto nebuloso en la

imagen.

Este tipo de acciones sobre la serie no conlleva cambios en disco, sino que la

aplicacion del filtro se mantiene en memoria.
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Fig. 4.2.1 En la parte superior la serie original, en la inferior las mismas proyecciones

después de aplicar filtro Gaussiano con Sigma (Radius) 2.00

5.3 Alineamiento de la serie

Una vez preprocesada la serie, procederemos a alinearla a través del
alineamiento de Xmipp integrado. Este proceso puede llevar a costes temporales muy
altos, por esta razon, este ejemplo estd siendo realizado con una serie de proyecciones

submuestreada con un factor de escala de 0.5.

El resultado de la ejecucion de este proceso es el de obtener en disco una serie
alineada rotacional y traslacionalmente que serd cargada posteriormente en memoria
automdticamente. En la parte inferior de la figura 4.3.1 podemos observar la imagen

alineada.
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Figura 4.3.1 Imagenes relativas a las mismas proyecciones de la serie cargada (parte

superior), preprocesada (parte media de la imagen) y alineada (parte inferior)

5.4 Reconstruccion de la serie con Tomo3D

Una vez alineada la serie realizaremos el proceso de reconstruccion a partir del
programa Tomo3D integrado por el alumno. Como ya presentamos en el capitulo
[2.5.2], este software aprovecha la tecnologia multicore para realizar reconstrucciones
con un tiempo computacional muy inferior al de los algoritmos convencionales,
permitiendo al usuario, ademads utilizar el algo WBP o el algoritmo iterativo SIRT. A
continuaciéon se va a mostrar el resultado de aplicar el algoritmo WBP con una
frecuencia inicial para el filtro de Hamming de 0,25 (Figura 4.4.1) y la reconstruccion

obtenida a través del algoritmo SIRT empleando para ello 40 iteraciones.
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Figura 4.4.1 Reconstruccion obtenida a partir de la serie alineada con el algoritmo WBP

de Tomo3D
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Figura 4.4.2 Reconstruccion obtenida a partir de la serie alineada con el algoritmo SIRT
de Tomo3D
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6 Conclusiones

A través de este proyecto fin de carrera, el alumno ha realizado la integracién
de una serie de algoritmos de preprocesado y reconstruccidon de series de proyecciones
bidimensionales tomadas a partir de las técnicas de Tomografia Electronica de

Transmision y Tomografia de Rayos-X en el programa TomoJ.

Los algoritmos de preprocesado integrados estdn implementados y disponibles
para su uso a través de las librerias de ImageJ y, a su vez, el programa de reconstruccion
tomo3D, al igual que las funciones utilizadas para importar imédgenes procedentes de
Tomo-X, estdn igualmente disponible en el paquete Xmipp. La dificultad del proyecto
radica pues en el estudio previo de cada uno de los programas, métodos y funciones
programados previamente de las que el alumno ha hecho uso durante la integracion de

estos algoritmos y encajar cada una de estas piezas en el software Tomol.

A través de los algoritmos integrados, el usuario de TomoJ es capaz de realizar
el proceso de reconstrucciéon completo de colecciones de datos procedentes de TEM 6
Tomo-X, ademds, gracias a la integracion de Tomo3D se ha reducido
considerablemente el coste temporal del paso de reconstruccion, permitiendo obtener
reconstrucciones del orden de segundos en el caso del algoritmo WBP y del orden de

muy pocos minutos en el caso de SIRT.

Pese a la integracion de Tomo3D, el proceso de reconstruccién sigue
acarreando un coste temporal elevado, causado principalmente por el paso de
alineamiento de la serie, que actia como cuello de botella. En la actualidad, el equipo de
desarrollo de Xmipp estd trabajando para aprovechar la tecnologia multicore de los
procesadores al igual que realiza el programa Tomo3D para reducir el tiempo de

ejecucion del proceso.
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