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Pasos generales

o

1- Abrir Huygens Professional o Huygens Essential
2- Abrir la imagen a analizar (File - Open)

3- La deconvolucion de la imagen es opcional pero ayuda a definir las estructuras, elimina
fondo y corrige aberraciones esféricas.

3- Abrir el analizador (Analysis = Object Analyzer Advanced)

4- Un buen analisis requiere una buena segmentacion de la imagen (separar los voxels de
interés del background como objetos independientes).

5- Excluiremos objetos demasiado pequenos mediante garbage (objetos inferiores a un
determinado numero de voxels seran eliminados de la imagen).

6- La visualizacion 3D sera Iso-Surface (imagen con efecto “plastificado”).

7- Realizaremos el analisis 3D de interés. Sdlo se podra analizar la relacidon entre canales de 2
en 2.
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Threshold: valor de intensidad a partir del cual el voxel sera tenido en cuenta en el analisis.
Los voxel adyacentes se agrupan formando los distintos objetos.

Watershed: separa objetos cercanos buscando valores locales minimos.

ordinary threshold watersheds

low threshold L 2

Aqisuapui




Segmentacion &

Seed: threshold secundario que permite seleccionar los objetos mas intensos dentro de un
determinado threshold. Permite seleccionar objetos mas grandes.

Seed
Threshold /\

AN

1 objeto pequeno 1 objeto mediano I obieterredizne
1 objeto grande 1 objeto grande

Garbage: elimina objetos con menor nimero de voxel que el indicado. Util para limpiar la
imagen y deshacernos de objetos minusculos que realmente son fondo.




Segmentacion

Py S se visualizan como “Iso Surfaces”(efecto plastificado);
MIP como Maximum Intensity Projection (puedes aumentar la
calidad del MIP en Options > High quality MIP).

Se pueden definir 2 canales
para segmentar y analizar:
Primary (P) y Secondary (S)

Se puede definir 1 canal
como MIP. Util para tener
una referencia visual de los
datos sin segmentar y para

hacer una ROI

A

A

Object Segmentation

Primary |5cnd| MIP||

A

Visualizacién alternativa
del threshold y el seed.
Permite modificar el
Garbage y usar Watershed

Primary | Scnd. | MIP

seed-threshald sliders | |l

seed-threshold on histogram

Bhreshold

Transparency 0.60

e

Brightness 0.20

Define el rango de color

de los diferentes

A

. objetos. Juntando las

Chand ™ Iyﬂ =

Elegir el canal:
Chan 0 = primer canal
Chan 1 = segundo canal...

flechas todos seran del
mismo color

[T] Use watershed segmentation

Sigma -

Threshold 18%

|:| 7277

Seed 19%

D 1255
Garbage volume |1
Transparency 0.67
Brightness 0.84
Chano v E ="l




Segmentacion

Histery ROl Anchors  Filter Help

Undo set experiment preset Ctrl-Z

Reload original data

View history

Load analysis template... [«

y volver a cargar [«

Save analysis template...

Load recent template...

A\ 4

Una vez definida la segmentacion, se puede guardar

@, Question et

@ Do you want to apply the last saved
parameters, or execute the whole history

Set param eters Execute histary Cancel

Execute history sera util después, cuando ya
hayamos hecho algun analisis o alguna
modificacion de la imagen, si queremos

reproducirlo de nuevo (como un macro).




Interaccion con los objetos

Objects
= [ (e
) || S || S5
La J * L
f;‘_’ R
ROI

l“Jﬁa Analiza el objeto que se seleccione.

& Selecciona los objetos que se encuentran dentro de ese area.

w Elimina el objeto que se seleccione.

‘%,g/ Define como “Ancla” (objeto de referencia) el objeto que se seleccione. El segundo clic elimina la definicion.
@ Permite rotar la imagen en 3D manipulandola con el ratén. También se puede hacer con Tilt y Twist.

C;& Permite mover la imagen en 2D.

3 Permite mover la imagen en 2D pero también mueve el mural de fondo.

',%f' Mueve la ROI (tiene que haber sido definida previamente).

2, I/T",i‘
Para crear una ROI dibuja un area 2D con (@“ y selecciona el icono “aiadir seleccidén a la ROI” w La
seleccion de voxel serd entonces proyectada en 3D, perpendicular a la pantalla, para convertirla en un
volumen. Para explorar otras opciones de crear ROIs ir a la diapo “Regiones de interés”.

@ ax . - . . §
U Afiade mas voxel a la ROI. La seleccion se hace teniendo activo Q%

( Elimina los voxel de la ROI que estan fuera del drea seleccionada. La seleccion se hace teniendo activog%
P ==
'(Q Elimina los voxel de la ROI que estan dentro del drea seleccionada. La seleccion se teniendo activo .

iil;' Mantiene los objetos que se encuentran dentro de la ROI, elimina los demds.

(i)

‘* Define como Ancla los objetos que se encuentran dentro de la ROI.
P

ﬂ Borra la ROI.

R
'ﬂ Elimina los voxel de la imagen que se encuentran fuera de la ROL.



Interaccion con los objetos

Mantiene los objetos que se encuentran dentro del drea seleccionada, elimina el resto

Elimina los objetos que se encuentran dentro del drea seleccionada

*
+
)

Define como Ancla los objetos que se encuentran dentro del area seleccionada

e %0)
" EB0

Mantiene los Anclas, elimina los demas objetos de ese canal

Elimina la definicién del objeto como Ancla volviendo ser un objeto normal

Elimina los objetos Ancla

<€
€
A(,_

Data % Sobrescribe |la imagen considerada como original.
z‘ : [E&Hm] @ Carga la imagen original, mantiene la segmentacion definida. Por ejemplo, hemos borrado un objeto por error.

Deshace la ultima accidn.

Apply to:
j i‘ PS|| Al J P: analiza o aplica una accién sélo en el canal P actual.
S: analiza o aplica una accidn sélo en el canal S actual.
PS: analiza o aplica una accion en los canales P y S actuales.

All: analiza los canales P y S actuales, pero aplica una accidn a todos los canales (aungque no estén en uso en ese

. momento), por ejemplo eliminar voxel.




Revisar Options - Relaxed selection. Si esta activo, todos los objetos que estén tocando el limite
de la seleccidon también seran tenidos en cuenta. Si no esta activo, seran descartados.

Con Relaxed selection activo

Objects




Mide sélo el
objeto que
selecciones

File Options History ROl Anchors Filter Help
Mode Zoom
1.72
- < T %
i o
= =2
Objects
ROI
Tilt
0.0
Data
(o
Apply to:
P s PS All

Twist 0.0

Select statistics Experiment preset 0 (ch 0): 462 obj. - 1{ch 1): 36 obj

)

Elige el tipo de analisis que quieres
realizar (ver siguiente diapo)

Mo anchor objects selected

Object Segmentation

Primary Send. MIP

seed-threshold on histogram

]

Transparency 0.60

Brightness 0.80

ROI preferences

Ho

Render mode

@ i B

Mide todos los
objetos

auto dean ﬂ == M .‘\;.\




Analisis

Small particles geometry:
geometria de los objetos
(tamafio, dimensiones,
esfericidad...).

Correlation between
channels: busca el objeto
mas cercano del otro canal
y calcula la distancia.

Location inside a flat
nucleous: posicion del
objeto respecto a una ROI
plana.

Colocalization
(intersection):

colocalizacion en volumen e

intensidad entre dos
canales.

Correlation inside
channels: busca el objeto
mas cercano del mismo
canal y calcula la distancia.

Distance to reference
objects: distancia a un

objeto de referencia (ancla).

Location inside a round
nucleous: posicion del
objeto respecto a una ROI.

Intensity in the other
channel: intensidad de un
objeto en el otro canal.

total G

(N



Eliges donde quieres que se visualicen los datos,
si sélo en la tabla o también en la imagen

n
>

Al seleccionar un parametro nos da su descripcion, asi como la
nomenclatura que llevara en la tabla de resultados

A

@, select experiment report preset

Basic modes

Small particles geometry

All parameters are reported on the table.
Selected ones are also shown on the scene:

Correlation inside channels

Advanced modes

Correlation between channels

Table onh -~

Table onh

Table onh -«
Table onl «
Table onh -«
Table onh -

Scene too

Tipos de

anélisis h Distance te reference objects

Lecation inside a flat nucleus

Table onh -«

Scene too

f

Location inside a round nucleus

Colocalization (intersection)

Intensity in the other channel

Sum of all voxel values

Yolume of the voxels (micron®3)
Yolume of iso surface (micron®3)
Object surface (micron*2)

Small particles geometry

Lateral corre} Surface: Surface of the isosurface determined by the
Axial width of cuyrrent threshold value, in squared micrometers.

Object length (micran)
Axial sphericity of the principal box
Roughness sphericity fillsoVol Surfa

All parameters listed above will be reported on the

table.

Some selected parameters will be also on the
interactive screen, for the abject pointed to.

To enable even more parameters and configure
your own presets, go to Options = Configure
reported parameters.

A parameter setthat describes the basic geometry of small paricles,
that can be usedto distinguish spherical beads from other more
irregular objects.

Objects can be filtered out based on its sphericity, for example.

l

Al seleccionar un analisis nos da su
descripcion

oK &) Help

En Options - Configure reported parameters se pueden afadir mas parametros al analisis.

@



Analisis. Resultados

Una vez que hagamos clic en el botén &+ saldrd la tabla de resultados.

Select statistics:

Small particles geometry

0 (ch 0): 462 obj. - 1 (ch 1) 36 obj.

Mo anchor objects selected

€

e

Exporta los resultados
(txt, csv o Matlab)*

Borra los datos

de la tabla

s o o gl | 7 |

T

Label

Chan

Pipe

Voxels

C MassX

C.MassY

C.MassZ

Sum

Vox\ol

IsoVol

Surface

Length

WiLatC

Wikx

RoughSph

AxSphPB e

# Conditions. pipe 0 chan 0:thresh 1108.5, seed 1108.5, garb. 1, objects 462. ROl vol 1.4503e+05 um?® CM (511.5, 511.5, 56),

#
(WS mage: ab, analyzed with HuPro 19.10.0p3 on 2020-04-02
1
2

# Conditions. pipe 1chan 1. thresh 1607, seed 2517.7, garb. 100, objects 36. ROl vol 1.4503e+05 um?®, CM (511.5, 511.5, 56);

3 1 0 of 127391 49754 319.93 43.05520873382.22 155.93 158.47 601.52 10.838 £.7995 59691 0.23543 0.7478
4 2 0 of 264990 §79.72 354.06 39.09324053734.23 44675 45336 959.84 13.75 8.6955 11413 028823 0.81206
5 3 0 0 2 519 275.48 49)  2306.16) 0.002448 9e-05/ 0.014525] 026043 012793 0059371 0.58865 05175
B 4 0 0 2 516 28051 49)  2257.94] 0002448  3.1e-05] 0.004096) 026043 012793 0.058371 1.1651 05175
7 5 0 0 126665 3873 36032 37.031219141934 6 155.04 157 .05 678.13 10.597 T.425 G.8584 0.20759 0.73985
8 6| 0 0| 1 h23 286 45 110855 0001224 0.00 0.00] 026043 0068556 0.025093 — 041074 v
| \ ;
N del 1 |
objeto P=0
Valores del analisis
Canal S=1

En caso de seleccionar dos objetos que estén en el mismo punto de mira, pero no estan colocalizando, se les asigna una

letra F (front = delante) o una B (back = detras) para saber su posicion relativa.

Clic derecho en cualquiera de las filas o
columnas y saldra un desplegable con
diferentes opciones para aplicar a los

datos:

Stats

Histogram

Filter

Analyze all

Save

Clear

Sort inc
Sort dec

*QOjo!! Al exportar los datos la forma mas

segura es csv!!

Comprobar que los valores son los mismos.
Por ejemplo, 497.54 lo exporta en csv como
4.975400E+02 pero si lo exportamos como

txt y lo abrimos posteriormente en Excel

aparece como 4.98E+08




Analisis. Filtrar resultados

Podemos filtrar los resultados . Elegir a quién aplicarlo: jjﬂﬁ

& Fittrdata * Al aplicar el filtro los objetos
Filter out some objects based on the reported parameters. descartados se borran tanto de Ia
(The available filters are therefore based on the current .

experiment preset). tabla como de la imagen

Mind that some parameters are only reported when an
anchor is defined or two pipes are active.

Discard objects based on the following settings:

& Filter help

Based on parameter| Voxels: Number of v v|_—> Selecciona el parametro en el que aplicar el filtro

Comparison method

<issmallerthan  +|~———— > Descarta los objetos...

Use for comparison  (® Fixed value —

(") Other parameter
Fixed value |h

<«—l|| Valor fijo o en comparacién con otro parametro

Dtherparameter| Voxels: Number of v v| <

Cancel | Filter I

Si queremos volver a ver la imagen sin filtrar podemos volver a los datos originales éy
También en History - Reload original data

Si auto clean esta activo la tabla se quedard vacia al filtrarla y
tendremos que volver a hacer clic en el botdn de analizar!!
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Regiones de interes (ROI)

En el Object Analyzer hacer una ROI no quiere decir que sean sélo esos objetos los que se van a analizar
(como puede ocurrir con otros programas como el Imagel). Aqui las ROIs se usan para:

» Descartar objetos enteros

» Eliminar datos de la imagen
(aunque formen parte de un
objeto)

» Seleccionar objetos como
anclas

> Referencia en la localizacion de
objetos




Las ROIs se pueden definir de diferentes formas:

o

» Mediante una seleccién:""'—"-':' = |
» Con anclas ya definidas;
ROI = Set = Enclose anchors in a box (ROl en forma de caja, con las dimensiones del ancla).
ROl - Set - Make coincide to anchors (ROl con la forma del ancla, excluidos huecos internos).
ROI = Set = Envelop anchors (ROI con la forma de la superficie del ancla, incluyendo huecos).
» Con todos los objetos:
ROl - Set - Make coincide to objects

» Usando la colocalizacion entre objetos:

ROI = Set - Make coincide to intersection (ROl con los voxel que colocalizan entre los
objetos).

> Con MIP

ROI - Set - Set using MIP threshold

ROI = Modify - Fill inner cavities (si se quieren rellenar los huecos internos)

ROI = Modify - Fill inner and cutoff cavities (si se quieren rellenar huecos internos y externos
para que la periferia de la ROl sea plana).



Una vez definida, se puede:

Guardar: ROI - Storage - Save current ROI to file.

Volver a cargar: ROl - Storage - Load ROI from file.

Hacer operaciones con la ROl que esta definida en ese momento:
Sumarla: ROl - Storage - Add ROI from file.

Restarla: ROl - Storage - Subtract ROI from file.

ROl Anchors  Filter Help

Set

Modify

Storage

Dataset cropping

Center ROl on the anchors CM
Clear ROI

Keep only objects inside the ROI

Analyze ROl volume

Calcular la interseccion: ROl - Storage = Intersect with ROl from file.

Y)Y
&)

Export current ROl to main
Save current ROI to file
Load ROI from file

Add ROI from file

Intersect with ROl from file
Subtract ROI from file

Una vez aplicado algun procesamiento, por ejemplo &, es util sobreescribir la imagen de referencia DL
si queremos seguir trabajando con ella. De esta forma podemos probar distintos analisis y volver a este

punto en cualquier momento.



LD\

Si hemos hecho una ROI, su analisis aparecera al final de la tabla: ROI_P y ROI_S.
Ojo!! Si la hemos hecho mediante una seleccién con € el analisis es de todo su volumen (no de los
objetos incluidos en ella). )

Select statistics: Small particles geometry 0 (ch 0). 462 obj. - 1 ({ch 1) 36 obj. Mo anchor objects selected auto clean :@ _:{ﬂ U"- :
Chan Pipe Voxels C.MassX C.MassY C.MassZ Sum Vox\ol IsoVal Surfac ' WiLatC Wikx RoughSph  AxSphPB [l
34 1 1 572 74354 75917 24 087| 227016049 0.70013 0.69056 40354 1.6088 0.80815 097825 0.93625 070499
35 1 1 341 493 36 8422 37.255/1170180.97 041739 0.41216 29459 1.3186 0.69445 0.87624 0.90917 0 69666
36 1 1 60T 522.69 853.8 43.667| 2120311.22 0.74297 0.70456 43735 1.9065 0.83566 0.94905 0.87552 0.60878
ROI_P 0 0 4406049 501.49 756.89 54.41154467905.37 5393.03 - - - - - - -
ROI_S 1 1 4406049 506.82 75494 49 .006|1 9930767.16 5393.03 - - - - - -

Para analizar unicamente los objetos que
contiene la ROl habria que eliminar el resto de
objetos &'.

ROI_P y ROI_S sdlo se van reflejar un tamaiio de
interés si la ROI es definida con anclas, objetos,
colocalizacién entre objetos...




Visualizacion de laimagen €

En Options podremos elegir varias
caracteristicas relativas al aspecto
de la imagen:

Options  Histery ROl Anchors  Filter
Virtual render size™ v Canvas
Transparency depth* *

Bounding box
Scale bar

Show ID labels
Show 5VI logo
High quality MIP

Show reference cube
Show on-screen tooltips

Relaxed selection

Center scene

Configure reported parameters

*Tamano de la imagen: Canvas va
ajustando el tamafio automaticamente.

**Transparencia:

Normal

Podemos guardarla en File - Save Scene

Mode Mouse mode: Screen
- Fotate scene interactively .
) 8 tooltips

<
b= &
¢ ¥

Objects

D label

Apply to:
P S ﬂ All

Reference

cube
Scale bar

20,00 pm




Geometria en Object Analyzer. &

Length (L): eje
mas largo

Width axial (WiAx): lado mas largo
perpendicular a L en el eje axial.

Width lateral (WilLatC): lado mas largo
perpendicular a L en el eje lateral.

La toma de imagen produce una “elongacion falsa” de los objetos debida a la aberracién
esférica, incluso en imagenes deconvolucionadas. Usando los valores Lenght , WiAx y
WilLatC estaremos minimizando esa sobre-estimacién de las dimensiones de los objetos
(en Options = Configure reported parameters podemos configurar la lista de parametros
si gueremos obtener también los “no corregidos”).

Lo mismo ocurre en el calculo de |a esfericidad. Si usamos el calculo AxSph, en vez de
AxSphPB, estaremos minimizando la aberracion esférica.

https://svi.nl/ObjectAnalyzerGeometry



https://svi.nl/ObjectAnalyzerGeometry

History = macro

History ROl Anchors  Filter  Help

Undo set experiment preset Ctrl-Z

Reload original data

View histo P
il y volver a cargar |«
Load analysis template... [«
Save analysis template... | R Una vez definida la segmentacion y el andlisis, se
Load recent template... r puede guardar
3
q Question ot Q Analysis operations history — O
File Edit
b8 set initial parameters
@ Do you want to apply the last saved “configure everything
. . g remove object
parameters, or execute the whole history o remove object No se puede modificar ®
d remove object
ESet parametersi || Execute history | Cancel | j;‘;:i;’if; ;ﬁtered obiects

v

Reproduce todas las acciones realizadas (como si
fuera un macro).






3- Analiza

2- Elige el tipo de analisis:

Distance to reference
objects: distancia a un

objeto de referencia (ancla).

Voxels
# Image: ab, analyzed with HuPro 19.10.0p3 on 2020-04-08

C.MassX

C Mass

Distancia a objetos de referencia

1- Define el Ancla que actuara como objeto de referencia

Sum

a.CMCM

a.CMCMx

a.CMCMy

a.CMCMz

a.CMSx

a.CM3y

a.CMsz

|

# Conditions: pipe 0 chan 0:thresh 1108.5 zeed 1108.5, garb. 100, objects 11. ROl vol 161.6 um® CM (§96.12, 771.34 50.668);
# Conditions: pipe 1 chan 1:thresh 1607 seed 25177, garb. 100, objects 36. ROl vol 161.6 um?, CM (69512, 771.34, §0.668);
0 127391 497 54 319.93 43.05520873382.22] 1274 182.04 34 357 -3.8954 105.46 008665  -5.0851
0 0 364990 679.72 354.06 39.09324053734.23] 0.025539 -0.14318 0.23168 0.06691 -6.716 -3.0585( -2.0927
0 0 126665 387.3 360.32 37.031219141934.6 20.049 29228 -6.0336 2129 215.7 -39.324[ 096936
0 0 113373 581.95 374.01 G4.06829229835.83 9.4181 97 524 -19.722 -24.908 48.051 -11.013( -9.0681
0 0 453524 73045 527 .26 48.70970360312.85) 12.608 -60.873 -172.97 -9.5494 -22.446 -90.262( -2.7093
0 0 450063 586.65 599.33 50.33724959525.59 18.201 92,918 -245.04 -11.477 8.3453 -107.33 24 663

Distancia entre
los centros de
masas (CM)

Distancia del
CM del objeto a
la superficie del




Localizacion dentro del nucleo

1- Define la ROI que actuard como nucleo (ver diapositivas de definicion de ROls).

2- Elige el tipo de analisis:

NUCLEO PLANO

Location inside a flat
nucleous: posicion del
objeto respecto a una ROI
plana.

Calcula la distancia entre el centro
de masas del objeto y la ROI.

Calcula la distancia mas corta a la
superficie de la ROl en el eje XY.

3- Analiza

r.CMCM r.CMCMx r.CMCMy rCMCMz  r.CMperXY r.CMperx r.CMpery
26.962 6.2426 -391.68 -9.214 21.736 -9.9357| -316.9
34774 30857 -390.33 -25.95] 28635 26539 -322 54
27.937 -4.638 -403.08 15.732 22 552 -20.816 -328.3
28.304 -64.365 -404.95 15.36 23.032 -56.544 -331.17
3579 18532 -487 .98 2.2007 30328 147 14 -417.2

NUCLEO 3D

Location inside a round
nucleous: posicidn del
objeto respecto a una ROI.

Calcula la distancia entre el centro
de masas del objeto y la ROI.

Calcula la distancia mas corta a la
superficie de la ROl en cualquier
direccion.

r.CMCM r.CMCMx

r.CMCMy

r.CMCMz r.CMsurf r.CMSx r.CMSy

r.CM3z

26.962 6.2426 -391.68 -9.2144 19.419 -75.936 -253.9 26.33
34774 308.57 -390.33 -25.953 23.279 223.39 -252.54 10.582
27.937] -4.638 -403.08 15.733 22.394/ 5.1837| -318.3 19.277
28.394 -64.365 -404.95 15.369 22.692 -43.544 -320.17 18.913

35.79) 185.32 -487.98 22001 26.853/ 101.14, -3560.2 37.745
35.9[JT|| 156.48 -499.58 -4.2113 26.578 72.305 -361.8 31.333




Si os registrais en la pagina de Huygens tendréis mucho contenido didactico

https://svi.nl/HomePage



https://svi.nl/HomePage
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