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DESCRIPCION
Identificacion y clasificacién de particulas virica s en micrografias electrénicas texturizadas

Campo de la invencién

La presente invencidn se refiere a la identificacion de estructuras en imagenes. En particular, la presente
invencion proporciona un procedimiento y una disposicion de identificacion y clasificacion de particulas
viricas en micrografias electrénicas texturizadas.

Antecedentes de la invencién

El ensamblaje de virus es un proceso intrincado y objeto de una investigacién intensa. Los virus usan
una célula huésped para producir su progenie de particulas viricas llevando a cabo un proceso complejo
de maduracion y transporte intracelular. Puede realizarse un seguimiento de este proceso con alta
magnificacion usando microscopia electrénica, que permite la identificacion visual de diferentes tipos de
particulas viricas en compartimentos celulares diferentes. Asuntos importantes que permanecen sin
resolver incluyen la identidad de las proteinas viricas que estan implicadas en cada etapa de este
proceso de ensamblaje de virus, asi como el mecanismo de la translocacion intracelular subyacente y la
localizacion de diferentes tipos de particulas viricas durante la maduracién del virus. Los aspectos
estructurales de la maduracién del virus son generalmente complicados de abordar, aunque técnicas de
visualizacion tales como tomografia y criomicroscopia electrénica (crio-ME) han contribuido
enormemente a la vasta informacién de estructuras viricas. Estas técnicas proporcionan informacion
sobre particulas viricas estables, a menudo maduras. Hay disponibles herramientas genéticas para
producir mutantes de componentes proteicos viricos claves y pueden visualizarse los efectos
estructurales mediante ME. No obstante, hay una carencia de herramientas apropiadas para caracterizar
los efectos estructurales, especialmente formas de particula intermedias y oscuras, y para cuantificarlos
apropiadamente de un modo objetivo. Las herramientas de analisis por imagen para caracterizar y
cuantificar particulas viricas, la maduracion y el transporte intracelular facilitarian estudios objetivos de
estados de ensamblaje de virus diferentes usando microscopia electrénica. Se adquiere mucha
informacidn, pero se necesita estructurarla y estadisticas producidas a partir de la misma para evaluar el
efecto y extraer conclusiones

Sumario de la presente invenciéon

La caracterizacion de la morfologia estructural de particulas viricas en micrografias electrénicas es una
labor complicada, pero deseable en relacion con la investigacion del proceso de maduracion y la
deteccion de cambios en la morfologia de particulas viricas en respuesta al efecto de una mutacién o de
farmacos antiviricos que se estén administrando. Por lo tanto, se ha desarrollado un procedimiento para
describir y clasificar formas de particulas viricas en micrografias electrénicas en base a la determinacion
de las caracteristicas invariables de la proyeccion de una estructura virica dada. La plantilla para la
particula virica se crea en base a la informacion obtenida a partir de un conjunto de estudio pequefio de
micrografias electrénicas y después se usa para clasificar y cuantificar estructuras similares de interés en
un nuamero ilimitado de micrografias electrénicas mediante un procedimiento de correlacion. Usando
analisis de deformacion lineales, este algoritmo novedoso descrito en el presente documento puede
manipular variaciones de particulas viricas tales como elipticidad y, por lo tanto, permite la evaluacién de
propiedades tales como el tamafio y la orientacion de una particula virica. La aplicacién practica del
procedimiento se demuestra mediante la capacidad para localizar tres clases diferentes de particulas
viricas en micrografias electronicas de transmisién de fibroblastos infectados con citomegalovirus
humano.

En resumen, el procedimiento es para la identificacion y caracterizacion de estructuras en micrografias
electrénicas. Se seleccionan estructuras en una primera imagen. Las estructuras tienen un primer tipo de
forma deformado en una primera direccion. Las estructuras seleccionadas se transforman en un segundo
tipo de forma diferente a partir del primer tipo de forma. Las estructuras transformadas del segundo tipo
de forma se usan para formar una pluralidad de plantillas. Se identifica una nueva estructura en una
segunda imagen. La nueva estructura tiene el primer tipo de forma. La estructura de segundo tipo de
forma de cada plantilla se deforma en la primera direccion. Se determina qué plantilla es una plantilla
preferente que mejor corresponde a la nueva estructura.

Breve descripcion de los dibujos
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Las Fig.1A y 1B muestran imagenes de micrografia electronica de transmision tipicas del desarrollo de
herpesvirus;

La Fig 2A muestra nucleocapsides de herpesvirus vacios;

La Fig. 2B muestra nucleocapsides del herpesvirus con un ndcleo translicido;

La Fig. 2C muestra nucleocapsides de herpesvirus que contienen AND empaquetado;
La Fig. 3A muestra una particular virica con una forma eliptica;

La Fig. 3B muestra una particula virica que se ha deformado para hacerla circular.

La Fig. 4A-C muestra funciones de ensayo para estructuras de capside viricas (A, B y C) en
micrografias electrénicas que no usan reduccion de coeficiente (ninguna) o con el 80 % de los
coeficientes mostrando menos variacion (VAR);

La Fig. 5A muestra una correspondencia de una funciéon de ensayo A con una estructura de capside
auténtica y con una estructura similar pero falsa.

La Fig. 5B muestra una correspondencia de una funciéon de ensayo B con una estructura de capside
auténtica y con una estructura similar pero falsa.

La Fig. 6 muestra correspondencia con la funcion de ensayo A dentro de una vesicula.

La Fig. 7A-C muestra relaciones positivas falsas (FPR) y negativas falsas (FNR) para las diferentes
funciones de ensayo A, B y C, respectivamente.

La Fig. 8 muestra las funciones de probabilidad positivas (PPF) para las funciones de ensayo A, By C.

La Fig. 9 muestra una comparacion del nimero total real de estructuras viricas presentes en un
conjunto de imagenes de ensayo (eje X) determinadas por el virélogo con un numero identificado
mediante nuestro procedimiento (eje Y); y

La Fig.10 muestra una produccién automatizada de un mapa que identifica localizaciones de interés en
una micrografia electrénica ilustrada a este respecto para la funcién de ensayo C.

Descripcién detallada

El desarrollo de un sistema automatizado para ayudar en la identificacion de particulas viricas en
micrografias electronicas se describe en el presente documento. Como modelo se han usado
fibroblastos que estan infectados con citomegalovirus humanos (HCMV), un virus de la clase de B—
herpes. Debe entenderse que el herpesvirus se usa solo como ejemplo ilustrativo y la invencion no esta
limitada al herpesvirus. Durante la infeccién con citomegalovirus humanos, se producen muchas formas
intermedias diferentes de la particula virica. Durante el ensamblaje de los herpesvirus, la célula huésped
se fuerza a hacer copias del material genético virico y a producir capsides, una cubierta de proteinas
viricas que envuelve y protege el material genético. Las capsides son estructuras esféricas que pueden
variar con respecto al tamafio y a la simetria y pueden, cuando estan maduras, estar envueltas por una
membrana de dos capas. La maduracion de las capsides viricas es un estadio importante en la
produccion de particulas viricas y uno que se estudia frecuentemente. No obstante, su apariencia en
micrografias electronicas varia considerablemente, lo que hace que el analisis sea un reto. Una
caracteristica Unica del herpesvirus es el tegumento, una capa de proteinas viricas que rodea la capside
antes de la envoltura final. La envoltura se adquiere mediante la aparicién de capsides con tegumento en
vesiculas secretoras en el citoplasma. Después de ello, las particulas viricas infecciosas salen de la
célula huésped por fusion de estos virus que contienen vesiculas con la membrana plasmaética.

Se ha desarrollado un procedimiento objetivo para la clasificacién y cuantificacion de particulas viricas en
dichas micrografias electrénicas de transmision. En el andlisis relacionado de imagenes microscoépicas
crio—electrénicas (crio-ME), se han realizado considerablemente mas esfuerzos de exploracion de
diferentes procedimientos de identificacién. En crio—micrografias, la correlacion cruzada usando miltiples
plantillas y los procedimientos para la deteccion de bordes se han aplicado con éxito.

Enfoques adecuados que permiten la caracterizacion y la cuantificacién de la maduracion de particulas
viricas y su translocacion intracelular facilitan estudios objetivos de estos fendmenos usando microcopia
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electrénica. No obstante, las imagenes de microscopia electrénica son dificiles de analizar y describir de
un modo objetivo, debido a su fondo fuertemente texturizado. Ademas, las particulas viricas individuales
muestran una amplia diversidad de formas, dependiendo de su proyeccién en la micrografia electrénica,
el procedimiento usado para preparar muestras para microcopia electrénica y los ajustes usados para la
fotografia. Imagenes microgréficas electrénicas tipicas 100, 102 que proporcionan una informacién
valiosa se muestran en las Fig. 1A y 1B, respectivamente.

En la presente invencion, se ha aplicado un enfoque al analisis de capsides de HCMV en el nacleo de
células infectadas que estan en estados definidos de maduracién tales como céapsides vacios 104
(denominados A), capsides con un nucleo translicido 106 (denominados B) y capsides que contienen
ADN empaquetado 108 (denominados C), como se muestra mejor en las Fig. 2A-C.

El procedimiento y la disposicién segun la presente invencién se ilustran con particulas viricas. Este
deberia observarse como un ejemplo no limitante. Otro tipo de particulas, incluidos, por ejemplo, objetos
biologicos tales como células o estructuras celulares, pero también particulas y estructuras no organicas,
pueden identificarse y caracterizarse con modificaciones secundarias del procedimiento y la disposicién
descritos.

El procedimiento segun la invencion incluye una etapa de adquisicion de imagenes. La micrografia
electrénica puede suministrarse por el microscopio electrénico como archivos o fotos que se van a
analizar. Para etapas posteriores del procedimiento es preferente lograr y almacenar conocimientos de
tamafio de pixeles, resolucion y ampliacion para cada micrografia.

En una etapa de preprocesamiento, las particulas relevantes se seleccionan y se transforman a partir de
posibles apariencias deformadas en circulos.

En una etapa de formacion de plantillas, se usan particulas seleccionadas y transformadas para formar
una plantilla, que puede caracterizarse mediante una funcion de ensayo.

En una etapa de correspondencia, la plantilla o la funcion de ensayo se usan para identificar particulas
en una imagen adicional o en imagenes adicionales. Las etapas del procedimiento se describiran
adicionalmente y se ejemplificaran a continuacion.

Un aparato de identificaciéon y clasificacion segun la presente invencidon puede estar basado en un
ordenador personal comun con un poder de célculo suficiente. El aparato de identificacion y clasificacion
esta provisto de una interfaz para recibir micrografias, medios de preprocesamiento para la
transformacion de imagenes deformadas, medios para formar las plantillas o extraer funciones de
ensayo y medios para realizar un procedimiento de correspondencia. Estas etapas se llevan a cabo,
tipica y preferentemente, mediante modulos de codificacion informaticos.

Se mantuvieron cultivos celulares tales como fibroblastos de pulmén embriénico humano (HF) en medio
esencial minimo exento de bicarbonato con sales de Hank (GIBCO BRL) complementado con HEPES
[acido 4—(2-hidroxietil)-1—piperazina—etanosulfénico] 25 mM, suero de carnero fetal inactivado con calor
al 10 %, L—glutamina (2 mM), penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 mg/ml) (GIBCO BRL, Grand
Island, NY, Estados Unidos). Las células se cultivaron en matraces de cultivo tisular de 175 cm?
(Coming, Nueva York, Estados Unidos) durante un maximo de 17 pasajes.

En una etapa de infeccidn virica, las células HF se infectaron con la cepa AD 169 de HCMV usando una
multiplicidad de infeccién (MOI) de 1. Los virus que contenian sobrenadantes se recogieron 7 o 10 dias
después de la infeccion (dpi), se eliminaron los residuos celulares mediante centrifugacion a baja
velocidad y se congelaron a —70 °C hasta su uso para la inoculacion.

Con el fin de examinar células infectadas con virus mediante microscopia electrénica, se cosecharon
células no infectadas e infectadas con HCMV a 1, 3, 5 y 7 dpi y, a continuacion, se fijaron en
glutaraldehido al 2 % en tampén de cacodilato de sodio 0,1 M que contenia sacarosa al 0,1 M y CaCl, 3
mM, pH 7,4 a temperatura ambiente, durante 30 min. Las células se rasparon con una varilla de madera
y se transfirieron a un tubo Eppendorf para continuar con la fijacion durante la noche a 4 °C. Después de
este procedimiento, las células se enjuagaron en tampon de cacodilato de sodio 0,15 M que contenia
CaCl, 3 mM, pH 7,4, y se sedimentaron por centrifugacion.

Estos sedimentos se fijaron después adicionalmente en tetréxido de osmio al 2 % disuelto en tampén de
cacodilato de sodio 0,07 M que contenia CaCl, 1,5 mM, pH 7,4, a 4 °C durante 2 horas; se deshidrataron
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secuencialmente en etanol y acetona; y se embebieron en LX-112 (Ladd, Burlington, VT, Estados
Unidos). El contraste de las secciones se obtuvo mediante acetato de uranilo seguido por citrato de
plomo y el examen se realiz6 en un microscopio electronico de transmisién Philips 420 o Tecnai 10 (FEI
Company, Oregon, Estados Unidos) a 80 kV.

La adquisicién, discretizacion y andlisis de imagenes se realiz6 a continuacién. Las micrografias
electrénicas de células HF infectadas con HCMV se digitalizaron usando una escala de grises de 8 bits a
una resolucién de 5,5 nm/pixel en un aparato HP Scanjet 3970. La implementacién se realiz6 con Matlab
7.0.1 (The Mathworks Inc., Natick, MA, Estados Unidos) y el programa informatico Sun Java 1.4.2 en un
ordenador personal Dell Optiplex GX260. Este analisis implico una interfaz grafica de uso sencillo y la
automatizacion de los parametros descritos a continuacion para un uso rapido y conveniente.

Las herramientas sencillas de usar y fiables para los estudios de ensablaje de virus intracelular se
desarrollaron después. El enfoque se basé en el hallazgo de un conjunto compacto de puntos en R, el
campo de la micrografia, para cada uno de los cuales un punto tiene un valor de funcion
correspondiente. Este conjunto de puntos y sus valores de funcién se denomina colectivamente una
funcién de ensayo o plantilla y puede describirse mediante una secuencia {(xk,ck)}k en la que x es el
punto y c es el valor de la funcion. La funcion de ensayo se produce preferentemente de modo que la
secuencia del valor de funcién se correlacione con los valores de la escala de grises de los puntos
correspondientes. En consecuencia, se requiere un conjunto definido de particulas viricas del mismo tipo
para estudiar y disefiar la secuencia para proporcionar una plantilla para esta estructura de particulas
especifica. Esta dispersa representacion facilita la deformacion sencilla y ajustes de la plantilla a
particulas viricas individuales cuya forma en la micrografia es mas o menos eliptica.

En la etapa de preprocesamiento de deformacion, las posiciones de las estructuras dentro del mismo tipo
de particulas viricas varian en las diferentes imagenes. Por ejemplo, las particulas viricas se deforman a
veces de tal modo que aparecen en diferentes formas elipticas. Para crear las funciones de ensayo, se
usan espacios de vectores lineales que demandan que las posiciones espaciales de los vectores
analizadas sean relativamente fijas. La transformacion lineal uniforme se elige para aproximarse a las
deformaciones, ya que abarca la mayor parte de las deformaciones prominentes observadas en
micrografias. El coste informatico de estos célculos es bastante bajo y simplifica la gestién de limites.
Este enfoque requiere a menudo el uso de un operador de transformacion tetradimensional, es decir, una
matriz de 2 x 2. Estas variables implicadas pueden expresarse como la rotacion de la estructura antes de
la deformacion (¢g), la deformacién radial primaria (#7), la tasa de la deformacion que proporciona la
estructura eliptica (d) y la rotacién que sigue a la deformacion (¢p). En conjunto, estas forman la
transformacion que se muestra a continuacion:

cosg, —seng, \(r/d 0 cosgs —sengy

seng, cosg, |0 r/d \Sendr cosdy

T =R,DR, =

(ec.1)

Con el fin de identificar las variables de la transformacion para una particula virica individual, se us6
manualmente un conjunto de elipses para estimar la posicion, el tamafio y la deformacién de cada pared
del capside, como se muestra del mejor modo en las Fig. 3A y 3B. La imagen 110 (denominada A) tiene
una forma eliptica, mientras que la imagen 112 (denominada B) se ha deformado tal como se describe
para hacerla mas circular. Asi, se proporcionan tres (¢p, F y d) de las cuatro variables. La muestra se
transformé después parcialmente para obtener el radio principal medido sin deformacion (d=1), tal como
se ilustra en la Fig. 3B.

Las caracteristicas que son independientes de la rotacion tales como la arquitectura poligonal de la
pared de la capside y la posicion del nicleo de ADN pueden determinarse mediante el valor de ¢r para
cada muestra. Para hallar este valor, cada muestra parcialmente transformada puede normalizarse
alrededor de su media en el interior de un circulo que abarca el area visualmente significativa de las
imagenes 114a, 116a y 118a, tal como se muestra en la columna izquierda de las Fig. 4A-C. Después,
la suma de los cuadrados de la distancias en el sentido Lpara cada muestra puede minimizarse con
respecto a los angulos. Debido a que la minimizacion implica N-1 variables, siendo N el nimero de
muestras de referencia considerando una muestra que se va a fijar, este procedimiento puede
simplificarse minimizando las distancias a las muestras ya procesadas una por una. Todas las
transformaciones de las imagenes pueden implementarse después de un modo bilineal, aproximando de
este modo el valor de la funcién f en el punto (x, y) como:
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f(x> y) = f(l: X)(l —X, )(1 - ym)+ f(;’l)xm (1 “y,,,) + f(E:-J_’)(l X )ym + f(;’;)xmym

en la que x es el valor entero inferior mas cercano de x, X es el valor entero superior mas cercano y X, =
X — X. La integracién puede realizarse usando la misma interpolacion. Las mediciones obtenidas a partir
de esta etapa de procesamiento proporcionan indicaciones del intervalo de las propiedades de
deformacion, es decir, los radios principales (radio principal) y tasa de deformacion, pero estos
parametros deberian determinarse en base a experiencias adicionales. Debido a que se espera que
todos los tipos de rotacidon y todas las direcciones de deformacién de las estructuras viricas estén
presentes en las micrografias electronicas, estas variables estan preferentemente no fijadas.

Los puntos y valores de funcion locales (parametros) para las plantillas de particulas viricas pueden
identificarse a continuacion. Una vez las muestras deformadas estan alineadas con la estructura parcial
en las mismas posiciones, este enfoque puede usarse para hallar los valores de la funcion invariable.
Para describir este procedimiento con mas claridad, una muestra deformada f puede convertirse en un
gréfico de esta funcién enumerando (listando individualmente) las posiciones de pixeles x y sus valores
de funcién correspondientes ¢ como f = {(x«,C)}x. El grado de correspondencia entre dos secuencias de
valores de funcién y; e y; (denominados en adelante vectores) que contienen la misma secuencia de
posiciones de pixeles se determiné usando la correlacién estadistica estimada estandar:

<yi _yiﬂyj _j).j>

Vv, =5ty -5,
(ec. 2a)

M(y,,y;)=

En la que ¥ es el valor medio del vector y la correspondencia de todos los coeficientes a [-1, 1] se
cartografia. El fundamento l6gico para usar este enfoque es que indica el grado de similitud lineal entre
las dos estructuras. Después de disponer los vectores de muestra normalizados alrededor de su media

A Y-y

Yi=yr——=1
i -l | iz, se determina | ia de funciones d f
en columnas en una matriz, se determina la secuencia de funciones de ensayo fc
(IfclF1) que hace |JA" fc|| tan grande como sea posible, proporcionando de este modo la mejor
correspondencia para las muestras usadas para el estudio.

La descomposicion en valores singulares (SVD) puede describirse como sigue:
HATfC ” = "VZUTfC n = (V es cuadrado y ortonormal ) = “ZUTfC ”= "Zw"

se aplica a A en la que |jw|| =1 si fc € span(U,) lo que seria de esperar. Esta Gltima expresion es maxima
cuando w es el vector propio correspondiente al valor propio mas grande de X (que es el valor singular
mas grande) y fc deberia ser, de este modo, la columna de U correspondiente. Debido a que la funcién
es una combinacion lineal de las columnas de A, la correspondencia (ec. 2a) se reduce a

(ec. 2b)

La funcién de ensayo de esta SVD inicial usa los coeficientes de todos los puntos asociados con el
primer soporte asumido. Algunos de estos puntos estan localizados en algun sitio en el exterior de las
estructuras viricas en las imagenes y, ademas, existen puntos en las estructuras cuyos coeficientes
pueden variar considerablemente. Asi, con el fin de evaluar la importancia de cada coeficiente y eliminar,
de este modo, lo peor de la varianza, el valor de
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var, = 3 (5, —(fc,ﬁ,,>fc]j)z

n=1..N

se calcula para cada coeficiente. A continuacion, un determinado porcentaje de los puntos podria
retenerse en la funcién de ensayo. Ya que estas operaciones cambian en base a la funcién de ensayo,
se calculé subsiguientemente una nueva SVD.

Las Fig. 4A—C ilustran las funciones de ensayo obtenidas usando todos los coeficientes o solo aquellos
con el 80 % de los coeficientes de variacion identificados que muestran al menos varianza segun la
clasificacién de varianza. Claramente, el tamafio del nacleo de ADN varia en la funcién de ensayo para
el capside C vy, por lo tanto, los puntos mas indeterminados se han eliminado en las imagenes a mano
derecha 114b, 116b y 118b. En consecuencia, las funciones de ensayo obtenidas por reduccion del
namero de coeficientes de este modo se usaron rutinariamente.

Las deformaciones pueden sintetizarse a continuacion. Ya que se asume que las estructuras analizadas
estan todas orientadas en cualquier direccion y deformadas linealmente en cualquier direccién, estas
caracteristicas deben aplicarse automaticamente a la funcion de ensayo cuando se analiza una imagen.
Esta informacién proporcionada por el comportamiento de la funciéon de correspondencia cuando se
deforma la funcidon de ensayo es también de interés y se ha explotado en una situacion similar.
Manteniendo mientras la imagen B y la funcidn de ensayo f¢ fijas y variando la deformacion T, el andlisis
de la funcion de correspondencia g(T) = M(fe, {B(TxW}) (en la que la secuencia {x}x se obtiene a partir
de la produccién de las funciones de ensayo realizada. Con el fin de describir T en términos de los
parametros (¢r.1.d ¢p) € ([0,27],[rg.r11.[dg, d41,[0.27]) = T, 40, S€ realizan las suposiciones siguientes:

(i) Para determinada T € Tnda, la funcién de ensayo deformada representa la estructura mas similar al
objeto en la imagen. Se asume que esta T es la que maximiza g.

(i) La T asociada con la deformacién maxima deberia localizarse en el interior del conjunto de
deformacion, y no en el limite. En estas condiciones, incluso si g estd maximizada fuera del conjunto
(es decir, la estructura es demasiado grande, demasiado pequefia o demasiado mal deformada), la
correspondencia con los puntos limite mas cercanos podria ser aln elevada.

Para considerarla identificada, una estructura deberia cumplir estos criterios. La maximizacion de la
funcion de correspondencia se realizé con el esquema descendiente mas acusado inverso, usando la
funcion de ensayo no deformada como punto de partida y aproximando la derivada como un esquema de
ocho puntos de diferencias centrado (es decir, dos puntos para cada variable en la deformacion).

La aplicacion de estos criterios de correspondencia usados se representa en las Fig. 5 y 6. La Fig. 5A
ilustra cémo funcionan estos criterios cuando se aplican a una cépside A auténtica, asi como a una
estructura similar pero falsa. En la imagen 120 (denominada A) se muestra una capside auténtica.
Cuando la funcion de ensayo se deforma, los gréficos ilustran como la funcién de correspondencia g
varia con el tamafio radial (#) y el grado de deformacién (d) a partir del punto en el conjunto de
deformaciones admisibles que maximiza g. La funcién de ensayo deformada tiene una apariencia similar
a la de la muestra, y la deformacion esta dentro de los limites. La clasificacion deberia ser, por lo tanto,
positiva. En la imagen 122 (denominada B) en la Fig. 5B, a diferencia de la imagen A, el punto del
conjunto de deformacién que maximiza (g) esta situado en el limite y los graficos muestran un valor de
correspondencia superior fuera de este conjunto. Asi, esta clasificacién deberia ser negativa. En este
caso, los limites de deformacion se ajustan a (¢r, ¥, d, ¢p) € ([0, 211, [0,89, 1,1], [0,89, 1,13], [0, 211]) con
fines ilustrativos.

Las capsides viricas salen del nacleo brotando a través de la membrana de este organulo. De acuerdo
con este procedimiento es dificil discriminar entre estructuras viricas y otras estructuras, tal como se
muestra en las imagenes 126a y 126b en la Fig. 6. La estructura marcada con una cruz azul cumple los
criterios de correspondencia (i) y (i) mientras que las marcadas con un circulo rojo solo cumplen el
criterio (i). En esta figura, una cruz azul indica un punto en la imagen en el que la correspondencia entre
la funcién de ensayo y la correspondencia de estructura de la capside es mejor que 0,8 y el grado de
deformacion es aceptable. Un circulo rojo indica un punto en el que esta correspondencia es mejor que
0,8, pero en el que el grado de deformacion no es admisible. La estructura marcada como
correspondencia tiene una correspondencia del 0,94, que es muy elevada.
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Las estructuras de las particulas viricas en una imagen de microscopia electronica pueden identificarse
después. Con el fin de buscar estructuras en una imagen (B) similares a la funcién de ensayo fc, ec. 2b
se expande a convoluciones. La correspondencia de la funciéon de ensayo en un punto (m), por lo tanto,
puede expresarse como

My, (m)= sup M(fc,{Bn+Tx,)},)

T€linida

No obstante, este procedimiento precisa mucho tiempo. Puede acelerarse hacienda unas pocas
observaciones y suposiciones:

(i) Las variantes deformadas de las funciones de ensayo no son ortogonales una a otro, y debido a que
estas estructuras son esencialmente independientes de la rotacidn, la correspondencia de la funcién
de ensayo no deformada es mejor que la de un valor determinado a cualquier estructura deformada
admisible del mismo tipo.

(i) Debido a que la traduccion deforma una estructura adicionalmente, se asume la correspondencia
con la funcién de ensayo no deformada para que sea superior a la posicion real de la particula virica
que en localizaciones al menos un diametro de distancia de la funcién de ensayo desde esta posicion.

Implementando estos criterios, se puede identificar un subconjunto de puntos potencialmente
interesantes dentro de la imagen mas grande. Después de ello, pueden realizarse andlisis posteriores de
este conjunto que usan la optimizacion descrita en la seccion precedente. Este enfoque proporciona un
conjunto final de puntos en la imagen que estan asociados con valores de correspondencia de P = {Mj};.
Con el fin de asegurar la inclusién de todas las posiciones de interés en una imagen, el valor umbral
asociado con la suposicion (i) anterior se ajusté a 0,5.

En el posprocesamiento del conjunto final, se hace un recuento de las particulas viricas. No hay un valor
umbral (t) que pueda distinguir entre estructuras auténticas y falsas en todas las imagenes, es decir, la
asignacion de estructuras usando este procedimiento no estd completamente de acuerdo con la
realizada por parte de un virélogo experimentado. Ajustar un nivel umbral no es, por lo tanto, una opcion.
En vez de ello, puede usarse una funcion de probabilidad positiva PPF: [-1,1] — [0,1] que puede usarse
para determinar la probabilidad de que un punto dado asociado con un valor de correspondencia
determinado esté realmente asociado con la particula virica. Esta extension del valor predictivo positivo
(PPV) se obtiene calculando la relacion entre el nimero de estructuras identificadas correctamente vy el
namero total de estructuras identificadas con un valor de correspondencia determinado. Asi, para un
conjunto (P) de estructuras identificadas mediante este procedimiento que contiene el subconjunto
Pcorrecto de puntos asociados con particulas viricas de un tipo dado,

{M, € Py M <M, < M +¢}
#{M, e P,M <M, <M +¢}

PPF(M) = i

Con el fin de obtener una funcién uniforme y mon6tonamente creciente se eligié 0,05 como valor para 2.
La funcion de probabilidad que indica el nUmero esperado (N) de estructuras en la imagen es

E(N)= > PPF(M).

MeP

La exactitud de FNR / FPR del procedimiento puede describirse como sigue. Con el fin de organizar
particulas viricas observadas en micrografias electrénicas segun su estadio de maduracion, se requiere
un modelo tal como el descrito en el presente documento para representar cada estadio particular.
Ademas, para que este modelo sea Util para la deteccion y cuantificacion de particulas viricas en dichas
imagenes también debe ser capaz de rechazar estructuras falsas. Asi, un modelo ideal deberia detectar
todas las imagenes posibles de particulas viricas de diferentes tipos, pero nada mas localizado en el
mismo espacio, es decir, en el fondo. Con el fin de caracterizar nuestro modelo a este respecto, se usan
comunmente las relaciones negativas falsas (FNR) y positivas falsas (FPR). La FNR se define como la
relacién entre el nimero de particulas viricas auténticas rechazadas incorrectamente mediante el
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procedimiento y el nimero real de particulas auténticas, mientras que FPR es la relacién entre el nimero
de estructuras falsas identificadas como auténticas y el numero total de estructuras consideradas
auténticas mediante este enfoque. Asi, ambas relaciones se encuentran entre 0 y 1, siendo O el valor
ideal.

Con el fin de determinar el nimero de particulas viricas en base a la informacién proporcionada por el
conjunto de valores de correspondencia adquiridos buscando a lo largo de la imagen, puede usarse la
funcién de probabilidad positiva PPF descrita anteriormente. El numero esperado de particulas
identificadas se comparé con el nimero verdadero de particulas presentes en la imagen para obtener
una desviacion media y tipica del error del recuento. Ademas, para evaluar si existe una diferencia media
sistematica, es decir, si el procedimiento identifica sobre la media demasiadas o demasiadas pocas
particulas, la hipétesis Hq que: "La diferencia media = 0" se analizo.

La estandarizacion y el andlisis se llevaron a cabo en conjuntos separados de imagenes, 2 para el
estudio y 12 para el andlisis. EI nimero de muestras usadas para la estandarizacion fue de 4, 7 y 10
para las funciones de ensayo A, B y C, respectivamente. Las imagenes de ensayo contenian un total de
53 capsides A, 239 capsides B y 83 capsides C, y los limites de deformacién se ajustaron a (¢, ¥, d,
¢p) € ([0, 21, [0,83, 1,2], [0,83, 1,2], [0, 211).

Las relaciones de falso negativo (FNR) y falso positivo (FPR) pueden describirse como sigue. El
procedimiento se evalué comparando nuestros resultados con los de vir6logos experimentados. Las FPR
y FNR se calcularon como funcion del valor umbral para la medicién de correspondencia, como mejor se
muestra en los gréaficos 128, 130 y 132 en las Fig. 7A-C, respectivamente. La FNR se define como la
relacion entre el nimero de estructuras auténticas rechazadas incorrectamente mediante el
procedimiento usando un determinado valor umbral para la medicién de correspondencia y el nimero
real de particulas viricas presente tal como se determina por parte de un vir6logo. De forma analoga, la
FPR es la relacién entre el nUmero de estructuras falsas identificadas como auténticas y el nimero total
de estructuras consideradas como auténticas mediante este procedimiento. Para la comparacién con
otros procedimientos, el cruce de las curvas tiene lugar a 0,25 para la funcién de ensayo A, 0,13 para la
funcién de ensayo B y a 0,23 para la funcién de ensayo C.

La cuantificacién de estructuras en micrografias electrénicas puede describirse tal como se muestra a
continuacion. Los valores de PPF 134 calculados a partir de los resultados presentados anteriormente se
muestran en la Fig. 8. El grafico representa la frecuencia relativa de particulas viricas identificadas
correctamente mediante el procedimiento a un valor de correspondencia determinado. Para la
comparacién, un procedimiento ideal que proporcionara la separacidn completa entre estructuras
verdaderas y falsas daria como resultado una funcién de etapa de Heaviside en algun valor umbral. Para
la comparacién, un caso ideal que proporcionara la separacion completa entre estructuras verdaderas y
falsas daria como resultado una funcién de etapa de Heaviside en algun valor umbral.

Un gréafico 136 del namero total de particulas viricas identificado que se presenta en un conjunto de
imagenes de ensayo mediante nuestro procedimiento en comparacion con el nimero correcta tal como
se determina por parte de un virdlogo se muestra en la Fig. 9 junto con la funcién de identidad. La linea
en este grafico representa la funcion de identidad. La diferencia media es 0,16 y la desviacion tipica de
5,63. El nivel de importancia de la hip6tesis nula Hy, es decir, "La diferencia media = 0", es 0,92.
Claramente, existe una similitud cercana entre estos dos valores (diferencia media = 0,16, desviacién
tipica de 5,63), que en el caso ideal seran puntos de la funcién de identidad. El hecho de que el nivel de
importancia de Hy fue de 0,92 segun el ensayo en t de Student indica que existe una probabilidad cierta
de que no existan diferencias significativas entre estos dos enfoques de media. Estos resultados
muestran que la seleccion rapida del ndmero total de estructuras viricas en estadios diferentes de
maduracion en un conjunto grande de micrografias electrénicas, una labor que es, de otro modo, larga
de realizar y tediosa para el experto, puede realizarse rapidamente y de forma fiable con nuestro
procedimiento automatizado.

En base al conjunto de posiciones en una imagen 138 en la que estructuras de interés estan localizadas
puede producirse un mapa se muestra en la Fig. 10. Esto facilita el recuento manual de estas estructuras
considerablemente y también proporciona un marco para el analisis manual. En vez de un recuento y
comparacién sencilla de estructuras en una imagen no procesada, el virélogo ve facilitada su labor de
forma considerable disponiendo de dicho mapa. Las diversas estructuras se clasifican de izquierda a
derecha para valores de correspondencia descendentes que comienzan en el lado izquierdo de la fila
superior.
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Cuando se investiga el procedimiento de ensamblaje de virus, la informacion relativa a la topologia
estructural con relacion al estadio de maduracion no esta habitualmente disponible o esta definido de
forma vaga. Por lo tanto, se requieren herramientas para seleccionar y clasificar particulas viricas a
diferentes estadios de maduracién. Una vez se han obtenido unos pocos puntos de partida clasificando
un conjunto de estructuras obvias, estos pueden usarse para expandir el conjunto de estructuras
clasificadas identificando estructuras similares con la funcién de correspondencia usada. Este enfoque
ayuda a hacer el mapeo de la maduracién de virus en micrografias electrénicas de forma rapida, fiable y
facil de describir.

Aunque la presente invencion se ha descrito segin composiciones y realizaciones preferentes, se
entiende que pueden realizarse a la misma determinadas sustituciones y alteraciones sin apartarse del
ambito de las reivindicaciones siguientes.

10
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de identificacién y caracterizacion de particulas viricas en imagenes de micrografia
electrénica, que comprende:

seleccionar una o0 mas estructuras elipticas en una primera imagen (110),

transformar cada estructura seleccionada para deformar cada estructura de la forma eliptica a una
forma circular mediante una transformacion;

usar las estructuras transformadas con forma circular para formar una plantilla y deformar dicha
plantila mediante una transformacion correspondiente a dicha transformacion para obtener una
pluralidad de plantillas deformadas con forma eliptica; identificar una particula virica nueva en una
segunda imagen, teniendo la particula virica nueva una estructura con forma eliptica usando la
pluralidad de plantillas deformadas con forma eliptica, y

determinar qué plantilla es una plantilla preferente que corresponde mejor a la estructura con forma
eliptica de la particula de virus nueva;

en el que dicha transformacion de cada estructura seleccionada para deformar la estructura desde la
forma eliptica a una forma circular es una transformacion lineal, usandose un operador de
transformacion tetradimensional que implica variables que definen la rotacion antes de la
transformacion (fi_ d), que alinea las diferentes estructuras elipticas, la deformacion radial principal (r),
la tasa de deformacion (d) dando lugar a la forma eliptica de la particula virica, obteniéndose estas tres
variables mediante deformacién de la forma eliptica para hacerla mas circular, y

la rotacién después de la deformacion (fi_r), que alinea caracteristicas de las estructuras circulares,
tales como la arquitectura poligonal de la pared de la capside y la posicion del nicleo de ADN.

2. El procedimiento segun la reivindicacion 1, procedimiento que ademas comprende analizar otras
plantilla para verificar que la plantilla preferente proporciona la mejor correspondencia.

3. El procedimiento de la reivindicacién 2, procedimiento que ademas comprende seleccionar estructuras
basadas en parametros relacionados con el tamafio y la forma eliptica y la elipticidad de las estructuras.

4. El procedimiento segun la reivindicacién 1, procedimiento que ademas comprende analizar otras
direcciones diferentes a la primera direccién para verificar que la primera direcciéon de deformacion de la
plantilla 6ptima proporciona la mejor correspondencia de la nueva forma eliptica.

5. El procedimiento segun la reivindicacion 4, procedimiento que ademas comprende determinar que la
correspondencia es menos exacta en direcciones diferentes a la primera direccion.

6. El procedimiento segun la reivindicacién 1, procedimiento que ademdas comprende determinar un
estadio de madurez y un tipo de estructura de la nueva forma eliptica en base a la plantilla preferente.

7. El procedimiento segun la reivindicacion 1, procedimiento que ademas comprende filtrar estructuras
gue estan dispuestas dentro de una distancia radial de la nueva forma eliptica.

11



ES 2498 796 T3

¢ol

12



ES 2498 796 T3

V¢ Ol

13



ES 2498 796 T3

14



ES 2498 796 T3

116a 116b

FIG. 4B

118a , 118b

FIG. 4C

15



ES 2498 796 T3

Funcion de estado correspondida Muestra

P o - et !
il

Correspondencia frente a rpegia ’ Correspondencia frente a d
0‘935 T T ] 0,94 =3 T T T T T =
0:98 ’ 092f
0,925 1
g o092 . g 0.9}
0,915 “
C,88 |
0,91 i Dentro .
0,805 . \1 0,86
1,05 1,1 1,15 1 T p .
! 0,85 0,9 0,85 1 1,08
Tmedia d

16




ES 2498 796 T3

122

Funcion de ensayo correspondida

Correspondencia frenta a ryegia Correspondencia frente a d
0’88 n | ] 0,84 T 1 T T L)
0,86 . N 0,83 B -
0,84 | i ] 0821 7
uera . 0,81 - B
gos82f . o8 Fioig | 1
0.8F . o :
0,79 H -
Q78 - !
078¢ - -
0’76 3 M ] 1 1 i i i
1,060 1,1 1,2 07 08 09 1 11
Imedia d

FIG. 5B

17




ES 2498 796 T3

18



FIG. 7A 1,

relacion

ES 2498 796 T3

0.8
0.6
0.4

0.2

-

0.7 0.8 0.9

umbral

5
0 e : '
0.5 0,6 0.7 0.8 0,9
umbral
FIG. 7C 1 . - o
- 08 &
Vs
0.6 ,.r,
’I
s 04 ’
k
= 0.2
0 : . t
0,5 0.7 0,8 0,9
umbral

19




ES 2498 796 T3

FIG. 8 124

0,8

O,BI-
0,5

04

Probabilidad positiva

0,2

'y

G:1

0 1 1 1 1 [ X
05 055 06 0685 07 075 08 085 09 0095
Valor de correspondencia

X

20

Contados mediante el procedimiento
b 4

O i 1 A 1 L
0 10 20 30 40 50 €0

Recuento verdadero

20



ES 2498 796 T3

ol

w— oo

"7 0,56485

0.56402

21



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

