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Resumen:

La microscopia electronica criogénica (cryo-EM) permite determinar estructuras de
macromoléculas biolégicas, como proteinas o virus, con resolucién atémica. Durante
la adquisicion de los datos en el microscopio electrénico, cada imagen se registra
como una secuencia de frames que acumulan progresivamente dosis de electrones.
Esta irradiacion provoca dafo en la muestra y una pérdida de informacion que afecta
especialmente a las altas resoluciones. Para reducir este efecto en las
reconstrucciones 3D, los programas actuales aplican esquemas de dose weighting
que asignan diferentes pesos a los distintos frames y frecuencias espaciales.

Estos esquemas se basan habitualmente en un modelo genérico de pérdida de sefial,
que se aplica de forma similar a distintas muestras y a todas las particulas de un
conjunto de datos [1]. Sin embargo, se sabe que diferentes macromoléculas pueden
presentar distintos patrones de dafio por radiacion y es posible que condiciones
locales, como el espesor del hielo, hagan que la sefial no se degrade exactamente de
la misma manera en todas las particulas.

El objetivo de este trabajo sera desarrollar y evaluar una metodologia especifica para
cada conjunto de datos que permita medir localmente como cambia la sefial a lo largo
de los frames de una pelicula de cryo-EM y en diferentes rangos de resolucion. Para
ello se utilizaran herramientas de procesamiento de imagen, con especial énfasis en
métodos que permitan obtener de forma robusta la amplitud local de la sefal para
distintas frecuencias espaciales, como la transformada espiral o transformada de
Hilbert 2D.

El proyecto tendra un caracter principalmente metodologico y exploratorio. Tras
analizar los métodos existentes, se desarrollara una metodologia para estudiar la
pérdida de sefal sin imponer un modelo previo de decaimiento ni depender de una
muestra concreta. Se analizara si existen diferencias reproducibles en la pérdida de
sefal entre distintas muestras, particulas o regiones de una misma muestra y, en caso
afirmativo, si estas diferencias pueden utilizarse para desarrollar estrategias de dose
weighting adaptativas y especificas de cada conjunto de datos.

Metodologia:

La metodologia del trabajo se organizard en varias etapas. En primer lugar, se
realizara un breve estudio tedrico del dano por radiacion en cryo-EM, incluyendo los
principales mecanismos fisicos y quimicos que producen la degradacién de la
muestra durante la exposicion al haz de electrones y su efecto sobre la pérdida de
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informacion a diferentes frecuencias espaciales. También se revisaran los principales
métodos existentes para caracterizar y compensar este efecto, prestando especial
atencion al método de *dose weighting* propuesto por Grant y Grigorieff [1] y a
estrategias posteriores, como las incorporadas en los métodos de *particle polishing*
desarrollados por Scheres y colaboradores [2].

En una segunda etapa se implementara en Python una version 2D de la transformada
espiral, que permitira estimar de forma local la amplitud de la sefal en diferentes
bandas de frecuencia espacial. Esta herramienta se aplicara a los distintos *frames*
de peliculas de cryo-EM con el objetivo de estudiar como evoluciona la amplitud local
de la senal a medida que aumenta la dosis acumulada.

El analisis se realizara tanto en regiones correspondientes al hielo como en regiones
que contengan particulas, y se evaluara la influencia de diferentes condiciones
experimentales y caracteristicas locales de la muestra. Se estudiaran varios conjuntos
de datos con el objetivo de determinar si el comportamiento observado es
reproducible y si existen diferencias significativas entre distintas muestras, particulas
o regiones de una misma micrografia. Las curvas de pérdida de senal obtenidas se
compararan con los resultados y modelos descritos en el trabajo de Grant y Grigorieff

[1].

Como extension del trabajo, y en funcion de los resultados obtenidos, se explorara la
posibilidad de desarrollar un esquema de *dose weighting* especifico para cada
conjunto de datos basado en las medidas locales de pérdida de sefial obtenidas con
la metodologia propuesta.

Conocimientos previos recomendados:

Conocimientos previos de Python, interés en procesamiento de imagen y motivacion
por adquirir experiencia en investigacion en un entorno distinto al universitario.

Idealmente, el estudiante tendria interés en continuar posteriormente con una tesis
doctoral si le interesa la tematica.
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