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. Como Analizar la Colocalizacion?

(_ Colocalizacion Cualitativa
So6lo Inspeccidn Visual
+ Extendido. Sencillo
+ Subjetiva

No estadistica

L Colocalizacién Cuantitativa
Utiliza datos de la imagen

+ Compleja

+ Objetiva

Estadistica



¢, Qué informacion Obtengo?

Colocalizacion Cualitativa:

“Veo Amarillo luego hay Colocalizacion”

Colocalizacion Cuantitativa:

Correlacion = ¢ Existe Asociacion entre Intensidad de Imagen Ay B?

Solapamiento = Coincidencia Espacial de Elementos entre Imagen Ay B



Colocalizacion Cualitativa:

“Veo Amarillo luego hay Colocalizacién”

Cuidado, no siempre que hay verde y rojo vemos amarillo,

depende de las intensidades:

Image Channels

Red Green Composite




Colocalizacion Cuantitativa

PASO a paso...

Adquisicion de la Imagen

Deconvolucion. Correccion Bleedthrough, Shift, Background

Definir estructura de interés
ROI
Threshold

Método Colocalizacion
Intensidad

Objetos

¢, Colocalizacion Verdadera o Azar?



Adquisicion de la Imagen

Evitar Bleedthrough, Autofluorescencia

12 BITs = mas datos que 8BITs

Buena Relacion Senal/Ruido

Correct sampling Low sampling

Precaucion con Desenfoque, Fondo @dye' Qdyel
dye 2
| O

No Saturacion

Correcto “Sampling” (tamano pixel, resolucion)

¢, Dudas? Consultad al personal del SMOC



12 Bits = + Informacioén Intensidad

8Bits 12 Bits
256 niveles de grises 4096 niveles de grises

1118 944 10493 948

H17T 1185 1151 838

1085 M6 1174 109

"3 1268 1152 1130

4095

¢, = Intensidad ? i # Intensidades !



Saturacion = Pérdida de Informacion

212 225 223 80 112

25

25

80 106
117 124

¢, = Intensidad ? i # Intensidades !




Deconvolucion. Correccion Shift y Background

Chromatic
registration

—

Deconvolution

1Unit=0.1 mm

Normalized Intensity
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Deconvolution and chromatic aberration corrections in quantifying

colocalization of a transcription factor in three-dimensional cellular space

Thomas Abraham®*, Sarah E. Allan®, Megan K. Levings®
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1 Unit=0.1 mm
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Fluorescence profile of bead, ym

Micron 41 (2010) 633-640



Colocalizacion Cuantitativa

PASO a paso...

Definir estructura de interés
ROI (areas)

Threshold (umbral de intensidad)




No es Conveniente Realizar el Analisis sobre la
Imagen Completa

Regiones de Interés (Region of Interest, ROI):

* No hay pautas que indiquen tipo, tamafio o numero...
* Seguir criterios lo mas objetivos posibles.
* Mejor analizar células individuales.

* Podemos combinar ROIs con Threshold para restringir todavia mas la zona de analisis
(Ej. Andlisis de organulos subcelulares)

s

Threshold+ROI




¢, Threshold ?

Eleccion de objetos/pixels de interés segun valor de Intensidad

Algoritmos
U AutoThreshold
Rapidez @) @ ©
Subjetivo Objetivo Subjetivo
Ajuste _
(visual) (nivel correlacion) (visual)
o ©
Reproducibilidad (memorizar © ©

Resultado

valor umbral)

©

(visual)

(a veces, valor (viSl?aI)
umbral bajo)




Threshold Visual y AutoThreshold

TR - Podemos aplicar un umbral de intensidad desde el
i panel Threshold.

1. Para establecer el intervalo de valores de los pixels
gue queremos incluir, podemos ir al boton Set o
modificar directamente los extremos desde el
histograma.

2. Los

Mi=kdl  apareceran en color rojo.

B4x12.40 microns (168x176)

3. También podemos utilizar los umbrales que
establecen los algoritmos de autothreshold.

Mas informacion en:



http://rsb.info.nih.gov/ij/docs/user-guide.pdf
http://rsb.info.nih.gov/ij/docs/user-guide.pdf
http://rsb.info.nih.gov/ij/docs/user-guide.pdf
http://pacific.mpi-cbg.de/wiki/index.php/Auto_Threshold
http://pacific.mpi-cbg.de/wiki/index.php/Auto_Threshold
http://pacific.mpi-cbg.de/wiki/index.php/Auto_Threshold
http://pacific.mpi-cbg.de/wiki/index.php/Auto_Threshold

Threshold Automatico de Costes (JACoP)

g

El threshold automatico de Costes viene
implementado en varios plugins, entre ellos el plugin

[ Just Another Colocalisation Plugin

Images to analyse: 6) J AC 0 P
Image A 1 C1-Threshold.tif .
Image B C2-Threshold.tif
— 1. Seleccionamos
Analysis to perform: . . -,
Pearson's coefficient Overlap coeff.,, k1 & k2 2 ACt|VamOS Ia OpCIOn de
M1 & M2 coefficients Costes’ automatic threshold
Van Steensel's CCF Cytofluorogram .
Lre 1o 3. Hacemosclic en An alyze._
Objects based methods - 4. Una vez transcurrido el tiempo de calculo del

umbral, revisar los valores obtenidos en el Log
de resultados, ya que pueden estar muy por
debajo del umbral deseado.

camfdaoifpdff 011111

Click here to download the pdf from Journal of Microscopy

About | Threshold | CCF | Micro. | Costes'rand® | Ohj. File Edit Font
Please check red laheled tahs hefore launching analysis

Analyze




Threshold Automatico de Costes

= Basado en el coeficiente de Pearson.

= Deja fuera del threshold o umbral aquellos pixels que no
correlacionan (umbral cuando Pearson=0).

=  Precaucion: Para algunas imagenes elige un umbral por debajo
del establecido por observacion visual.

= Comprobar siempre el resultado obtenido.

Biophysical Journal Volume 86 June 2004 39934003

Automatic and Quantitative Measurement of Protein-Protein
Colocalization in Live Cells

Green intensity (15)

Sylvain V. Costes,*’ Dirk Daelemans,t Edward H. Cho,* Zachary Dobbin,” George Pavlakis, ¥
and Stephen Lockett*

Red intensity (I)



Colocalizacion Cuantitativa

PASO a paso...

Método Colocalizacion
Intensidad — Grado Correlacion-Coeficientes
Objetos — Solapamiento grupos pixels

¢, Colocalizacion Verdadera o Azar?




Principales Plugins ImageJ/Fiji

Actualmente existe una gran variedad de plugins en ImageJ/Fiji para realizar calculos
de Colocalizacion Cuantitativa.

Es importante destacar que no todos tienen porqué aplicar las formulas de los coeficientes
de la misma manera. Hay diferencias, por ejemplo, en la forma de tratar los pixels que quedan
dentro del umbral de intensidad o threshold.

Utilizar siempre el mismo plugin para comparar los datos de un mismo experimento.

Hay que tener en cuenta que algunos de estos plugins pueden no recibir soporte para la
resolucion de fallos o “bugs”, y que es necesario estar al corriente de posibles actualizaciones.

Podéis encontrar mas informacion sobre las diferencias entre los distintos plugins en la lista
de ImageJ:

https://list.nih.qgov/caqi-bin/wa.exe? AO=IMAGEJ



https://list.nih.gov/cgi-bin/wa.exe?A0=IMAGEJ
https://list.nih.gov/cgi-bin/wa.exe?A0=IMAGEJ
https://list.nih.gov/cgi-bin/wa.exe?A0=IMAGEJ
https://list.nih.gov/cgi-bin/wa.exe?A0=IMAGEJ
https://list.nih.gov/cgi-bin/wa.exe?A0=IMAGEJ
https://list.nih.gov/cgi-bin/wa.exe?A0=IMAGEJ
https://list.nih.gov/cgi-bin/wa.exe?A0=IMAGEJ
https://list.nih.gov/cgi-bin/wa.exe?A0=IMAGEJ
https://list.nih.gov/cgi-bin/wa.exe?A0=IMAGEJ
https://list.nih.gov/cgi-bin/wa.exe?A0=IMAGEJ
https://list.nih.gov/cgi-bin/wa.exe?A0=IMAGEJ
https://list.nih.gov/cgi-bin/wa.exe?A0=IMAGEJ
https://list.nih.gov/cgi-bin/wa.exe?A0=IMAGEJ

Principales Plugins ImageJ/Fiji

JACOP

Just Another

Colocalization Plugin

ICA

Intensity

Correlation Analysis

Coeficientes

Threshold
ROls

Objetos

Analisis
Estadistico

Graficos

BITs

P, M, ICQ
Visual/Costes

x
v

Lachmanovich

v

Costes,
Van Steensel

Scatterplot,
Van Steensel,
ICAplots

8y 16

P, M, ICQ
ImageJ/Fiji
v

X

Scatterplot,
ICAplots

8y 16

lcorr

x
x
v

Jaskolski

X

nMDP

P, M, ICQ

Costes

v

X

v

Costes

Scatterplot,
ICAplots

8y 16




Otros Plugins ImageJ/Fiji

PSC OBCOL

Colocalization Colocalization

Eear'so.n—§pear'map chgl% r(\:czllliez (%(?zid Test Threshold
Colocalization Plugin =
Coeficientes P, S X P P,M
Threshold v v X Costes
ROIs v x v v
Objetos x v x x
fre v
ég'?alt:jsl'lsiico * * Van S(tC;Z?ltse;’, Fay) *
Graficos Scatterplot X X Scatterplot
BlITs RGB 8 8y 16 8y 16




Colocalizacion Cuantitativa

Imagen Imagen
Marcaje discreto Marcaje difuso

Métodoi_ Método Intensidad

Dentro de la Colocalizacion Cuantitativa podemos agrupar las distintas
herramientas en métodos que se basan en el analisis de objetos y métodos que se
basan en laintensidad de los pixels de la imagen.

No hay criterio establecido a seguir a la hora de elegir entre los distintos métodos.
Una manera sencilla es utilizar el patron fluorescente como referencia.

Los métodos basados en objetos normalmente aplican filtros para detecciéon de objetos
(grupos de pixels asociados o que forman una estructura), y funcionan mejor cuando
tenemos un marcaje discreto (de tipo punteado).

Cuando el marcaje es difuso es casi imposible detectar objetos, asi que se suelen
emplear los métodos que utilizan los valores de intensidad de los pixels.



Colocalizacion Cuantitativa

Imagen Imagen
Marcaje discreto Marcaje difuso

Métodoi_ Método Intensidad

¢ Varias muestras a comparar?
Lachmanovich

JACoP

Si ¢Intensidad Homogénea? NO_\L

Centre of mass Geometrical centre

| T—

Pequeiios Pequeiios
Redondeados Redondeados
chlych2 so6lo chl

l l

Distances Centres-particles
between centres coincidence

\Lf No
Coeficientes

Scatterplot
ICAplots

!

Colocalizacion:
sreal o azar?

Van Steensel 4\‘

Costes’
randomization

/N

JACoP

CDA

Si

Coeficientes
Scatterplot
ICAplots

/TN

JACOoP ICA




Colocalizacion Cuantitativa

Imagen Imagen
Marcaje discreto Marcaje difuso
Método Objetos Método Intensidad
l Jaskolski

Coloc. Colormap

El primer ejemplo que vamos a ver de
metodos basados en la deteccion de objetos es el

plugin
Colocalization Colormap.

Utiliza el método descrito por Jaskolski y
colaboradores




Colocalization Colormap (Jaskolski et al., 2005)

Journal of Neuroscience Methods 146 (2005) 4249

W, e s

An automated method to quantity and visualize
colocalized fluorescent signals

Frederic Jaskolski® *. Christophe Mulle

Originals Correlation Image Generator Algorithm
Image a Ed Rola Rola or Rolb
ge ) Boolean P
Detection Operation |
? image nMDP

Image b

Edge
Detection

Gnitnsh o z
Operation

Merging

Red (x,y,a)+Green(x,y,b)+Blue (x.y,0)
0.255 0-255 0-255

+ Directo, sencillo, muy visual.

. Olivier J. Manzoni

(B)..z

b

nMDP Calculation
(ia, 1) (b, -Tb)
nMDP, = —————
Y (la,, Ta)(b,, -Ib)
(A) Simulated images

Image a Image b Merge Images nMDP

Colocalized
Qverlapping
92.31 %
lcorr
0.95

Not Colocalized
Overlaping
0%
lcorr
0.50

Depende de segmentacion: mejor en marcajes discretos.

- SoOlo imagenes 8Bit.

- No aporta coeficientes Pearson, Manders, ICQ, etc.

https://sites.qgooqgle.com/site/colocalizationcolormap/home



https://sites.google.com/site/colocalizationcolormap/home

iy
File Edit

Colocalization Colormap

2 40 micrans
; 1. Abrimos el plugin y seleccionamos nuestra
pareja de imagenes (deben estar a 8 BITS).

Cancel
2. Activamos la opcion
Hacemos clic en

3. Como resultado obtenemos una imagen con
dow Help una paleta de color especial:

Tonos calidos = zonas con alta correlacion.
Tonos frios = zonas con baja correlacion.

En el Log de resultados también obtendremos un
Indice de Correlaciéon Icorr, que a mayor
correlacion tendra un valor mas cercano a 1.

i
File Edit Font

= [oount |



Colocalizacion Cuantitativa

Imagen Imagen
Marcaje discreto Marcaje difuso

Métodoi_ Método Intensidad

Lachmanovich

JACOP

V Si ¢lIntensidad Homogénea? No !

Centro de Masas Centro Geomeétrico

Pequefios Pequefios — . .
Redondeados Redondeados El siguiente ejemplo viene
chly ch2 sélo chl implementado en el plugin JACoP.
l l Utiliza el método descrito
Distancia entre Coincidencia por Lachmanovich y colaboradores.

Centros Centros-Particulas



JACOP (Método Lachmanovich)

Podemos realizar 2 tipos de andlisis:

Coincidencia Centros-Particulas

Colocalizacion = centro de masas objeto Imagen A en area de
objeto de Imagen B.

Solo una de las imagenes con marcaje punteado.

Distancia entre Centros

Colocalizacion=coincidencia centroide objeto Imagen Ay
centroide objeto Imagen B dentro de umbral (resolucion x, y, z).

Objetos bien definidos y de forma regular.

Verde y Rojo = Centros que no colocalizan.
= Colocalizacion perfecta entre centros.
y Magenta = Centros que colocalizan dentro de distancia umbral.

http://imagejdocu.tudor.lu/lib/exe/fetch.php?media=plugin:analysis:jacop 2.0:just another colocalization plugin:jacop ijconf
2008.pdf



http://imagejdocu.tudor.lu/lib/exe/fetch.php?media=plugin:analysis:jacop_2.0:just_another_colocalization_plugin:jacop_ijconf2008.pdf
http://imagejdocu.tudor.lu/lib/exe/fetch.php?media=plugin:analysis:jacop_2.0:just_another_colocalization_plugin:jacop_ijconf2008.pdf

JACoP Analisis basado en Objetos

(Lachmanovich et al., 2003)

Intensidad
, (_) Centre of mass] ® Geometrical centre
homogenea @ Show full table ) Show coloc® only table

. . ~ Min. particle size (pix.) |0
Filtrado de los objetos por tamaiio Mar pariie it leek] 1045575 I

[¥] Work on distances between centres | N earest-Neighbour Distance Approach
Show centres map |

Work on centres-particles coincidence Over|ap Approach

Show centres-particles map ‘

+ Directo, sencillo, visual.
- Depende de segmentacion: mejor en marcajes discretos.
- So0lo concurrencia de objetos, no correlacion de intensidades.

Journal of Micrascopy, Vol 212, Pt 2 November 2003, pp. 122-131
Received 14 Januwary 200 3; accepted 10 July 2003

E. LACHMANOVICH, D. E. SHVARTSMAN™*, Y. MALKA™*,

C. BOTVIN* Y. I. HENIS* & A. M. WEISS
Co-localization analysis of complex formation among membrane
proteins by computerized fluorescence microscopy: application

to immunofluorescence co-patching studies



[1] Just Another Colocalisation F

Images to anahlyse:
Image A Ch1i-Lachmanomac.tif
Image B Ch2-Lachmanowvic Xif

Reset zoom

crons (436x428;

8), 16-bit; 364K

); 16-bit, 364K

Analysis to perform:

Pearson's coefficient Crverlap coeff., K1 & k2
M1 & M2 coefficients Costes" automatic threshold
Yan Steensel's CCF Cytofluorogram

Li's ICA Costes" randomization

v | Ohjects based methods

olocalization

1. Abrimos el plugin y seleccionamos nuestra

parejade imagenes.
Click here to download the pdf from Journal of Microscopy

About § Threshold Costes’ rand® I:Im . .,
Threshold - 2. Activamos la opcion :
Please check red labeled tabs before launching analysis Revisamos las que aparecen en color

o




[t Just Another Colocalisation P
Images to anahlyse:
Image A Ch1i-Lachmanomac.tif

Image B Ch2-Lachmanowvic Xif

Reset zoom

Analysis to perform:

Pearson's coefficient Crverlap coeff., K1 & k2
M1 & M2 coefficients Costes" automatic threshold

Yan Steensel's CCF Cytofluorogram
Li'sICA
¥ | Objects based methods
Parameters:

Threshold Image &4 8526
Threshold Image B~ 10934

Slice

Abowut | Threshold J CCF Micro. [ Costes'rand® | Obj.

Please check red labeled tabs before launching anahysis

Analyze

3); 16-bit, 364K

3. Desde la pestafia Threshold, ajustamos el
de manera visual o activamos la casilla

del



[1] Just Another Colocalisation F

Images to anahlyse:

8 microns (436x428); 16-bit; 364K

Image A Ch1i-Lachmanomac.tif

Image B Ch2-Lachmanowvic Xif

Reset zoom

Analysis to perform:

Pearson's coefficient Crverlap coeff., K1 & k2

M1 & M2 coefficients Costes' automatic threshold
Yan Steensel's CCF Cytofluorogram

Li's ICA Costes' randomization

¥ | Objects based methods
Parameters:

2 Wide-Field Confocal ~ . .
4.Desde la pestafia , seleccionamos el tipo

Get calib. from Imga Get calib. from ImgB deim ég enes: confocal o campo ancho

xy calib (nmj)
7 calib (nm) 1000.0

5.Anotamos la  calibracion (equivalencia
Jirite calib. 1o maes pixels/nm) o la obtenemos a partir de alguna de

DEETILD 2 () las imagenes desde Get calib. from Img.
Wavelength B {nm)

MNA

o 6.Escribimos los
Refractive index

requeridos: longitudes de onda de excitacion,

apertura numeérica e indice de refraccion del
Please check red labeled tabs before launching anahysis medio de montaje.

About | Threshold | CCF Costes' rand® | Obhj.

Analyze




[1] Just Another Colocalisation F

Images to anahlyse:

) Ch2

Image A Ch1i-Lachmanomac.tif

8 microns (436x428); 16-bit, 364K 70.68x69.38 microns (436x428); 16-hit, 364K

Image B Ch2-Lachmanowvic Xif

Reset zoom

Analysis to perform:

Pearson's coefficient Crverlap coeff., K1 & k2

M1 & M2 coefficients Costes' automatic threshold
Yan Steensel's CCF Cytofluorogram

Li's ICA Costes' randomization

¥ | Objects based methods

Parameters: . .

7.Desde la pestafia , elegimos en funcion de

Centre of mass 8 Geometrical centre la distribucién de intensidad de nuestros objetos

& Show full table Show coloc® only table entre Centre of Mass (intensidad homogénea) y
Min. particle size (pix.) |0 Geometrical Centre (heterogénea).

8. Si es necesario, podemos realizar un filtrado
por tamano, para excluir aguellos objetos que
sean mayores 0 menores de cierto valor.

Work on distances between centres

Work on centres-particles coincidence

9.Elegimos entre los métodos de analisis
About | Threshold | CCF | Micro. | Costes' rand® disponibles:
Please check red labeled tabs before launching anahysis (Si tenemos patr(’)n de tipo punteado en ambas
imagenes) vy
(si s6lo hay patréon de tipo punteado
en una de ellas).

Analyze




[t Just Another Colocalisation P
Images to anahlyse:
Image A Ch1i-Lachmanomac.tif

Image B Ch2-Lachmanowvic Xif

Reset zoom

Analysis to perform:

Pearson's coefficient Crverlap coeff., K1 & k2

M1 & M2 coefficients Costes' automatic threshold
Yan Steensel's CCF Cytofluorogram

Li's ICA Costes' randomization
Objects based methods

Parameters:

Centre of mass &8 Geometrical centre
& Show full tahle Show coloc® onby tahle

Min. particle size (pix.) [0

Work on distances between centres

¥| Show centres map
wnrk on centres-narficies cnihcitdenee

¥| Show centres-particles map

About | Threshold | CCF Micro. | Costes'rand® | Ohj.

Please check red laheled {; efpre launching anakysis

10. En el resultado podemos obtener imagenes de
los centros y de los centros-particulas activando
Show centres map y Show centres-particles
map, respectivamente.

11. Por dltimo, hacemos clic en para
obtener los resultados.

12. En el obtendremos el
namero de objetos (centros o particulas) que
colocalizan respecto del total para cada imagen.

|
File Edit Font

N centres of mass

Tage A 2 centrels) colocalizing out of 8

Image B 2 centre(s) colocalizing out af 7



Colocalizacion Cuantitativa

Imagen Imagen
Marcaje discreto Marcaje difuso

Métodoi_ Método Intensidad

¢ Varias muestras a comparar?

Si
O
— o |
Los métodos basados la intensidad de los e
pixels cuantifican principalmente el grado de correlacion que i l
existe entre las sefales de ambas imagenes. O o
©  Coeficientes
Implican el célculo de los llamados coeficientes de ~  Scatterplot
colocalizacion, y normalmente los datos van acompariados 3 ICAplots
de distintas representaciones graficas. % /\
En la situacion mas sencilla tendremos distintas
condiciones experimentales a comparar (wt y mutantes, JACOP ICA
control y tratamientos, etc). J

Colocalization
Analysis (Beta)



Principales Coeficientes de Colocalizacion

Representacion

Coeficiente Rango Valores Informacion Lo
Gréfica
Manders M1 y M2 Oal Solapamiento --
Pearson -la+l Correlacion Scatterplot
ICQ -0.5a +0.5 Correlacién ICA plots
Spearman -la+1 Correlacion --
no Lineal

En la tabla se recogen los principales coeficientes de colocalizacion aceptados actualmente.

Los valores de colocalizacion que podemos obtener varian segun el coeficiente.

Todos excepto los coeficientes M de Manders estudian el grado de correlacion. Obtenemos

un coeficiente M para cada canal.

Los resultados de los coeficientes de Pearson e ICQ se suelen acompanar de
representaciones graficas: Para Pearson se utiliza el Citofluorograma o Scatterplot, y para
ICQ los llamados ICAplots (de Intensity Correlation Analysis).




Pearson= 0.8 Pearson= 0.07 Pearson= 1

M1= 0.3 M2=1 M1=1 M2=1 M1=1 M2=1

En el ejemplo de la izquierda, tenemos un alto grado de correlacion de las intensidades entre las
imagenes Ay B, pero un bajo grado de solapamiento: los pixels de la imagen A solo solapan con
pixels de la imagen B en aprox. un 30% (M1=0.3), mientras que todos los pixels de la imagen B
coinciden con un pixel de la imagen A (M2=1).

En el ejemplo del centro, aunque hay un solapamiento total (ambos coeficientes M son iguales a
1, lo que indica 100% de coincidencia), la correlacion entre las intensidades es baja como
muestra el valor del coeficiente de Pearson (0.07).



Articulo que compara los distintos coeficientes de colocalizacion:

Cytometry

Quantifying Colocalization by Correlation: The Pearson
Correlation Coefficient is Superior to the Mander’'s
Overlap Coefficient

Jeremy Adler, Ingela Parmryd™

Table 1. Comparison of correlation coefficients

PCC MOC ICQ SRC
Theoretical range —1to +1 Oto +1 —0.5to +0.5 —1to +1
Gain Independent Independent Independent Independent
Offset background subtraction Unimportant Important Unimportant Unimportant
Weighting Departure from the mean Magnitude None Departure from mean rank
Inclusion of background pixels Sensitive Insensitive Sensitive Sensitive
Inclusion of midrange pixels Insensitive Sensitive Sensitive Slightly sensitive
Sensitivity to correlation Good Poor Good Good

Cytometry Part A e 77A: 733-742, 2010

739



Colocalizacion Cuantitativa

Imagen Imagen
Marcaje discreto Marcaje difuso

Métodoi_ Método Intensidad

¢ Varias muestras a comparar?
Si

Para analizar la colocalizacion cuantitativa con
métodos basados la intensidad de los pixels podemos
utilizar diferentes plugins de ImageJ/Fiji.

|
l

Coeficientes
Scatterplot

Podriamos utilizar de nuevo el plugin
Colocalization Colormap, ya que aporta un indice de

dew.ojoD "20|0D

correlacion de las intensidades (Icorr). ICAplots
En el siguiente ejemplo vamos a calcular los /\
principales coeficientes de colocalizacion y representaciones
graficas utilizando el plugin JACOP. JACOoP ICA
v

Vamos a comparar los resultados de una pareja de

imagenes con alta colocalizacion frente a otra pareja con baja COloca_l Ization
colocalizacion. Analysis (Beta)




JACOP. obtencién de Coeficientes y Plots

Principales Coeficientes:
Coeficiente: Overlap y k1/k2.

Pearson
M1y M2 de Manders Hay estudios que no recomiendan su
ICQ de Li Analysis to perform: calculo al haber mejores coeficientes.
Q Pearson's coefficient E Owerlap coeff,, K1 & K2
[ | M1 & M2 coefficients | | Costes" automatic threshold
[ | van Steensel's CCF || Cytofluorogram
[ |Li's ICA || Costes' randomization
Objects based methods :
ICA plots: : Citofluorograma o Scatterplot:
Representacion de los valores PDM de cada Representacion pixel a pixel de la intensidad
canal. del Chl frente a la intensidad del Ch2.

+ Sencillo, Completo.

+ Threshold Manual y Threshold automatico de Costes.

- No calcula coeficiente de Spearman.

- No permite el uso de ROIs (alternativa: recortar la imagen).

http://imagejdocu.tudor.lu/doku.php?id=plugin:analysis:jacop 2.0:just another colocalization plugin:start



http://imagejdocu.tudor.lu/doku.php?id=plugin:analysis:jacop_2.0:just_another_colocalization_plugin:start

[11' Just Another Colocalisation P

Images to analyse:
Image & C1-highColoc tif 3
Image B C2_highColoc tif 02K 5.61x8.22 um (330x315); E:.n:um:

Reset zoom

Analysis to perform:
v | Pearson's coefficient Cwerlap coeff., K1 & K2
Costes’ automatic threshold
Van Steensel's CCF 2
Costes' randomization

Ohjects hased methods

Parameters:
-alization

1. Abrimos el plugin y seleccionamos nuestra

pareja de imagenes.
01706

2. Activamos el calculo de los

Click here to download the pdf from Journal of Microscopy

Abhowt | Threshold | CCF Micro. | Costes'rand® | Ohj. 3 Revisamos las pestaﬁas que aparecen en

Please check red labeled tabs before launching anahlysis color rojo.
Anahyze




[11 Just Another Colocalisation Pl
Images to analyse:

Image & C1-highColoc tif

I

8.61x8.22 prn (330%315); 8-hit; 102K

Image B C2-highColoc tif

Reset zoom

Analysis to perforn:
¥| Pearson's coefficient Overlap coeff.. kK1 & k2
v| M1 & M2 coefficients 4
Yan Steensel's CCF

¥| Li's ICA Costes' randomization
Ohjects hased methods

Parameters:

Threshold Image A 72

4. Desde la pestana Threshold, ajustamos el

[EeESHEERRE de manera visual o activamos la casilla

del

Slice

4

AhuutCF Micro. | Costes'rand® | Ohj. obtener los resultados.

Please check red labeled tahs hefore launching analysis

5. Por ultimo, hacemos clic en Analyze para

Anahsze




Thri

C2-highColoc tif

0 ||||IIII|||||||||||||||"|"|||“ WWM i ‘

50
C1-highColoc tif

List | Save... | Copy...|

C1-highColoc tif

-0.4 -0. 0.0

(Ai-a)(Bi-h)

List | Save... | Copy...|

[i)' ICA B (C2-highColoc.tif)

Slich

C2-highColoc tif

1.0

IR}

0.0
(Ai-a)(Bi-h)

File Edit Font

Image A; C1-highCaloc tif
Image B: C2-highCaloc tif

Pearson's Coefficient:
r=0.754

Manders' Coefficients (original);
M1=0.986 (fraction of A overlapping B)
M2=0.964 (fraction of B overlapping A)

Wanders' Coefficients (using threshold value of 72 for imga and 50 for imgB);
M1=0.865 (fraction of A overlapping B)
M2=0.889 (fraction of B overlapping A)

Cytofluorogram's parameters:
a. 0.663
b 9.118
Correlation coefficient; 0.794

Li's Intensity correlation coefficient:
ICCH 0.39102453102453103

6. En el obtendremos los valores de los
distintos coeficientes de colocalizacion.

IMPORTANTE:Siempre utilizar el valor de los coeficientes
de Manders obtenidos utilizando el threshold.

7. También obtenemos representaciones graficas:
Scatterplot e ICAplots.




Pearson 0.15
M1 0.13
M2 0.76
ICQ 0.06
Alta Colocalizacion
Pearson 0.79
M1 0.80
M2 0.91
ICQ 0.39

Como podemos ver por los resultados obtenidos, los coeficientes de Pearson e
ICQ son menores en la pareja de imagenes con baja colocalizacion.

Respecto a los coeficientes de Manders, en la pareja con alta colocalizacion el
grado de solapamiento es elevado (0.8 y 0.9) para ambas imagenes.

En la pareja con baja colocalizacion tenemos valores bastante distintos para
Manders. Esto se debe a que uno de los marcajes apenas solapa con el otro (M1=0.13).



[ Cytofluorogram between C1-highColoc and C2

4000

En las representaciones graficas también podemos observar las diferencias en el
grado de colocalizacion: En el Scatterplot, los datos de la imagen con mayor nivel de
colocalizacion se sitian mas cerca de la diagonal del grafico (en y=x), y los datos de los
ICAplots estdn mas concentrados en la mitad derecha del gréfico.



Correlacion de Intensidades:
Scatterplot o Fluorograma

® @ (_;' L{l

Un Scatterplot es la representacion de las parejas de valores de los
niveles de intensidad del canal 1 y del canal 2.



Colocalizacion Total

258

Red

255

Scatterplot o Fluorograma

Colocalizacion Total Colocalizacion No
# Intensidad Parcial Colocalizaciéon

258

Red

255

A guided tour into subcellular colocalization analysis in light
microscopy

S. BOLTE* & F. P. CORDELIEREST

Journal of Microscopy, Vol 224, Pt 3 December 2006, pp. 213-232
Received 13 April 2006; accepted 28 June 2006




ICA (Intensity Correlation Analysis) plots

Colocalizacion Total

1

A A*
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b z | -
< " i
0 0

= -1 0

(A,-3)(B,- b)
1 1 1
D

s 3 <
i = g
5 £ &
0 e 0 -

= 0 -1 0 0.1 0.0 0.1

(A,~2)(B,- b) (A,-#)(B,- b) (A, 2)(B,~ b)
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Colocalizacion Total
# Intensidad

Colocalizaciéon
Parcial

Colocalizaciéon



Colocalizacion Cuantitativa

Imagen Imagen
Marcaje discreto Marcaje difuso

Métodoi_ Método Intensidad

¢ Varias muestras a comparar?
Si

O
> |
o
> l
O .
©  Coeficientes
O
En el siguiente ejemplo vamos a calcular los § Scattlerplot
principales coeficientes de colocalizacion y representaciones D ICAplots
gréficas utilizando el plugin ICA (Intensity Correlation “ /\
Analysis).
| JACOP ICA
Vamos a comparar los resultados de los niveles de ]
y

colocalizacion entre 2 células en una pareja de imagenes.
Colocalization

Analysis (Beta)



|CA. Obtencion de Coeficientes y Plots

Principales Coeficientes:

Pearson (Rr)
M1y M2 de Manders
ICQ de Li

+

Sencillo, Completo.
+ Permite el uso de ROls.

Uso de ROIs (regiones de interés)

Use ROl |Channel1 -

™ Use Thresholds
I Keep merged ROI Fluorograma o Scatterplot:

[ Display Colour Scatter plot

I" Display Frequency Scatterplot  Representacion pixel a pixel de la intensidad
[ Display Intensity Counts del Chl frente a la intensidad del Ch2.
[ Current Slice only;

Intensity Correlation Analysis ICA p|0tS'

Representacion de los valores PDM
(Product of the Differences from the Mean)
de cada canal.

Sélo Threshold visual 6 AutoThreshold. No Threshold Costes.

- No calcula coeficiente de Spearman.

http://www.uhnresearch.ca/facilities/wcif/software/Plugins/ICA.html

http://www.uhnresearch.ca/facilities/wcif/PDF/ICA.pdf



http://www.uhnresearch.ca/facilities/wcif/software/Plugins/ICA.html
http://www.uhnresearch.ca/facilities/wcif/PDF/ICA.pdf

|CA. Intensity Correlation Analysis

A Syntaxin 1, G, and N-Type Calcium Channel Complex at
a Presynaptic Nerve Terminal: Analysis by
Quantitative Immunocolocalization

Qi Li,* Anthony Lau,* Terence J. Morris,* Lin Guo, Christopher B. Fordyce, and Elise F. Stanley

The Journal of Neuroscience, April 21, 2004 - 24(16):4070 — 4081

Articulo con el método desarrollado por Liy col., con informacién sobre el
coeficiente ICQ e ICAplots.



i
Filz Edit Image ins Window Help

Ll i< W X au | Stk | LUT 7

[il' Threshold

1. Abrimos las imagenes y ajustamos el threshold
visualmente o mediante alguno de los algoritmos
de autothreshold.




2. Con la ayuda de las herramientas de dibujo, dibujamos una en la
zona de la imagen donde vamos a llevar a cabo el analisis. Es suficiente
con dibujar la ROI en uno de los 2 canales.

IMPORTANTE: solo permite analizar las regiones de una en una.



g1

File Edit Irmage Pro

OO & 2|

Channel 1 ROICh tif =
Channel 2
Channel Combination  [Red : Green

Use ROI [SENNETRIN -

p merged RO
[v Display Colour Scatter plot

catter plot

Intensity Correlation Analysis

I+ Display [GA plots

Crosshair size (pixels) |3
[ Display PDM Image
[ Display +ve PDMs anly
[ List PDM valu

-

3. Abrimos el plugin ICA y seleccionamos
nuestra pareja de imagenes.

4. Indicamos en qué canal hemos
dibujado la ROl en Use ROl (no es
obligatorio dibujar una ROI para el calculo
con este plugin, también nos da la opcion
de analizar la imagen completa).

5. Indicamos que queremos que utilice los
umbrales de intensidad que hemos
aplicado en la imagen, activando la opcion

6. Al activar las opciones de Display
Colour Scatter plot y Display ICA plots,
obtendremos ambas representaciones
gréficas en los resultados.

7. Al terminar hacemos clic en OK para
obtener los resultados.



5. 16-hit; 183K

R L4 L
dal.

T _ o) x|
File Edit Font Results _ _ _ , . _ _ , _ _
Image ._ 2 ehtich2f|mM1 [mM2  [IN+ve [ntotal f[ica  [En1 Thresh [ch2 Thresh =

Image chi.chZdj M1 M2 M+ve  Ntotal § ICC 2Rl Thresh  Ch2 Thresh

1,283 0,549 0,586 §4336 47516 )| 0,084 Pe, 2096 219, 4095

8. En el )S obtendremos el coeficiente de , los coeficientes de
, y el coeficiente

9. Obtendremos las representaciones graficas del Scatterplot e ICAplots.

NOTA: Si se quiere analizar otra ROI de la imagen, se repite todo el proceso.



3300

ch2

518

33 ch

2097

0,49

_10] =]
1% 16-hit; 467K

I
31Ex296 pixels;, RGE; 363K

T=TEY

1z

Pearson 0.34

M1 0.55
M2 0.59

ICQ 0.08

‘\._\f

-

0.06

0.51

0.00

-0.05

16x296 pixels; 16-hit 183K

T=TEY

5, 16-hit; 183K

033




Colocalizacion Cuantitativa

Imagen Imagen
Marcaje discreto Marcaje difuso

Métodoi_ Método Intensidad

¢ Varias muestras a comparar?
Si

l

Coeficientes
Scatterplot

En el siguiente ejemplo vamos a calcular los
principales coeficientes de colocalizacion y representaciones

graficas utilizando el plugin Colocalization Analysis.

dewJo|oD '20|0D

ICAplots
PRECAUCION: Por el momento solo esta disponible una /\
version Beta en pruebas. Puede tener fallos y sufrir
variaciones.
JACOP ICA
Mas informacion sobre este plugin en: \Z

Colocalization

http://fiji.sc/wiki/index.php/Colocalization Analysis _
Analysis (Beta)



http://fiji.sc/wiki/index.php/Colocalization_Analysis

Colocalization An alysis (Beta) Obtencién de Coeficientes y Plots

Principales Coeficientes:

Pearson
M1y M2 de Manders
ICQ de Li

+ Sencillo, Completo. Resultados en formato PDF.

Algorithms:

4 N

lv Li Histogram Channel 1

v LiHistogram Channel 2

KIF Li 10 0

v Manders® Correlation

v 2D Instensity Histogram

o ~

v Costes’ Significance Test

Iv Show "save PDF" dialog

ICA plots:

Representacion de los valores PDM
de cada canal.

+ Permite el uso de ROIs. También seleccion a través de mascara binaria.
SOLO Threshold automéatico de Costes.

- Version BETA en pruebas.

- No calcula coeficiente de Spearman.

http://fiji.sc/Colocalization Analysis



http://fiji.sc/Colocalization_Analysis
http://imagejdocu.tudor.lu/doku.php?id=plugin:analysis:jacop_2.0:just_another_colocalization_plugin:start

ge Process Analyze Plugins Window Help

A+ |Al ||| ® |pe|stk|Lir| g

) Cl-lowColoc

1. Con la ayuda de las herramientas de
dibujo, dibujamos una en la zona de la
imagen donde vamos a llevar a cabo el
analisis. Es suficiente con dibujar la ROl en
uno de los 2 canales.

1’. También permite trabajar con una
mascara binaria en lugar de ROIls, es
decir, una imagen binaria (sélo 2 colores,
blanco y negro ) que delimite la zona de
analisis.




Algorithms:
Iv LiHistogram Channel 1
[+ LiHistogram Channel 2

W LilCQ

_III~_| Cancel

2. Abrimos el plugin y seleccionamos las

3. En ROl or mask, seleccionamos en qué canal
tenemos dibujada la region, o qué imagen se
corresponde con la mascara binaria. También nos
permite analizar la imagen completa (None).

4. Activamos las siguientes opciones para obtener los
coeficientes de colocalizacién y sus representaciones
gréaficas:

Display Images in Result
Li Histogram Channel 1y 2
Li ICQ

Manders’ Correlation

2D Intensity Histogram

5. Hacemos clic en OK para obtener los resultados.



20 intensity histogram
Channel 1
Channel 2

Warnings

Type Message

The absolute y-intercept

y-intercept
high

naybe do a
background subtraction in
both channels.

List Copy

PDF

-

¥| Log

6. En la parte superior de la

ventana de resultados
tendremos los graficos del
e .

ademas de las imagenes de los
canales teniendo en cuenta el
threshold aplicado por Costes.

7. En la parte inferior tendremos
los tes

calculado por Costes
(COMPROBAD SIEMPRE
ESTE VALOR) y los

de (teniendo o

no en cuenta este threshold
automatico de Costes).

8. Finalmente, podemos
generar un documento PDF con
los resultados.

11 Colocalisation C1-lowColoc vs C2-

Li-Ch2

ax Threshold 2710.00
Threshold 0.00

value (no I
) -0.06

value (below o
alue (bel 0.0

-0.10

(no threshold)
(nothreshold) |1.000
M1 ({threshold) 0.000

Manders M2 (threshold) 1.000

Copy PDF

-

¥| Log




Colocalizacion Cuantitativa

Imagen
Marcaje discreto

Imagen
Marcaje difuso

Métodoi_ Método Intensidad

l/ No

Coeficientes
Scatterplot
ICAplots

\

Colocalizacion:
creal o azar?

/O

Costes’
randomization

/N

JACoP

Van Steensel CDA

Colocalization
Analysis (Beta)

¢ Varias muestras a comparar?

Cuando so6lo tenemos una condicion
experimental (y nada con qué comparar), es
facili entender los resultados de la
colocalizacion cuando tenemos o valores muy
altos (por ejemplo, Pearson de 0.9) o valores
muy bajos.

Pero, ¢qué ocurre cuando obtenemos
valores intermedios, como un Pearson de 0.4?

En estos casos es especialmente
importante distinguir una colocalizacion real de
una debida a la coincidencia azarosa de los
marcajes.

Actualmente existen varios tests
implementados en distintos plugins que
analizan coémo de real es la colocalizacion
observada.




Colocalizacion Real o Azar

Pareja Imagenes Original

+

== Coeficiente=0.8

l Parejas de Imagenes Aleatorias
Imagen B Modificadal ==  Coeficiente ?

Coeficiente ?

Imagen B Modificada 2

g -

Imagen B Modificadan ==  coeficiente ?

e

Estos métodos tienen un funcionamiento similar: si partimos de una imagen Ay una imagen B con un

valor de correlacion determinado, estos test calculan el grado de correlacion entre la imagen A original y numerosas
imagenes B modificadas.

Al comparar el valor obtenido para la pareja original con los valores obtenidos entre las parejas que
contienen la imagen modificada, podemos calcular un valor de probabilidad del resultado de la colocalizacion, es
decir, ¢, cuantas parejas tenian valores similares a los de la pareja original?




Principales Tests Colocalizacion Real o Azar

e Van Steensel Confi dC DD' AI
Randomization 3 '”Z,Q;L?Eh‘,‘rfemem
Método Dividir en blogues Desplazar en x Desplazamiento Radial xy
Coeficiente Pearson Pearson, CCF Manders
Resultado P-Value > 95% CCF max. dx=0 P-Value > 95%
100% 100% colocalization

colocalization CDA (d=11)

Original Costes CDA

Dependiendo del método, hay varias opciones para generar estas imagenes B modificadas: se
pueden fragmentar en bloques que se dispondran al azar (Costes), se pueden trasladar sus pixels una
cierta distancia (Van Steensel), 0 se puede rotar el marcaje dentro de una zona determinada para tratar de
mantener el patron fluorescente(CDA).

A continuacion vamos a ver un pequefio ejemplo de estos 3 métodos. Recomendamos la
lectura de los articulos originales para una mejor comprension.




Probability density of »

Q.07

=
=

=
=
L

=
=
=

Costes’ Randomization

fots = 0.47 Biophysical Journal Volume 86 June 2004 39934003

P-value = 0,965

Automatic and Quantitative Measurement of Protein-Protein
Colocalization in Live Cells

Sylvain V. Costes,*! Dirk Daelemans,t Edward H. Cho,* Zachary Dobbin,” George Pavlakis,*
and Stephen Lockett*

02 04 06 08

.6 0.4 .2 0

+ Comparacion estadistica en base al coeficiente de Pearson.

| Basadoenla fragmentaciéon de la imagen.

NOTA: Costes y colaboradores recomiendan que el tamafio de los bloques se calcule en
funcion del tamano del PSF (resolucién del microscopio), pero otros autores (Dunny col., 2011)
recomiendan que su tamafo >= objetos de la imagen. jPrecaucion!

| Recomendables = 100-200 rounds.
A practical guide to evaluating colocalization in biological microscopy

Kenneth W. Dunn,' Malgorzata M. Kamocka,' and John H. McDonald?

Am J Physiol Cell Physiol 300: C723-C742, 2011.



[1) Just Another Colocalisation Plugin

Images to analse:

Image A Ch1-CostesRandom-Chance |«

Image B Ch2-CostesRandom-Chance |«

Reset zoom

Analysis to perform:

Pearson's coefficient Owverlap coeff,, K1 & k2

M1 & M2 coefficients 2 Costes" automatic threshold
Van Steensel's CCF Cytofluorogram 1. Abrimos el plugin y seleccionamos nuestra pareja de

Li's ICA imagenes.
Dhjects based methods

2. Activamos la opcién

3. Revisamos las pestafas que aparecen en color rojo.

Click here to download the pdf from Journal of Microscopy

About | Threshold | CCF Micro. | Costes'rand® | Obhij.
Please check red labeled tabs hefore launching anahysis

Anahze




[1) Just Another Colocalisation Plugin

Images to analsse:
Image A Ch1-CostesRandom-Chance |«
Image B Ch2-CostesRandom-Chance |«

Reset zoom

Analysis to perform:

Owverlap coeff,, K1 & k2
Costes" automatic threshold
Cytofluorogram

Pearson's coefficient
M1 & M2 coefficients
Van Steensel's CCF

Li's ICA

Dhjects based methods

¥ | Costes' randomization

Parameters:

Wide-Field ® Confocal

Get calib. from Imgd Get calib. from ImgB
wy calib (nmj) 140
Z calib {nmj) 1000

Write calib. to images

avelength A& (nm)
Wavelength B {nmj
MNA
Refractive index

Abowut | Threshold | CCF Custes' rand® | Ohj.

Please check red laheled tabs hefore launching analysis

Anahze

4.Desde la pestafia , seleccionamos el tipo
de imagenes: confocal o campo ancho.

5.Anotamos la  calibracion (equivalencia
pixels/nm) o la obtenemos a partir de alguna de
las imagenes desde Get calib. from Img.

6.Escribimos los
requeridos: longitudes de onda de excitacion,
apertura numérica e indice de refraccion del
medio de montaje.



[1) Just Another Colocalisation Plugin
Images to analsse:
Image A Ch1-CostesRandom-Chance |«

Image B Ch2-CostesRandom-Chance |«

Reset zoom

Analysis to perform:

Owverlap coeff,, K1 & k2
Costes' automatic threshold
Cytofluorogram

Pearson's coefficient
M1 & M2 coefficients
Yan Steensel's CCF

Li's ICA v | Costes' randomization
Dhjects based methods

Parameters:

=y block size (pix.) 2

7 block size {pix.) 1]

Mb of random. rounis 200

Bin wicdth .00

Image fitting to block's size Shrink to fit

Slices to be considered as independent
£ randomization as well
¥ | Show last randomized image

About | Threshold | CCF | Micro. Obj.

Please check red laheled tabs hefore launching analysis

=l

=10] x|

7.En la pestafna ,-el tamafo del bloque en
xyz se calcula automaticamente a partir de los valores de
la pestaiia “Micro”. Hay autores (Dunn y col., 2011) que
recomiendan que el tamafo de los bloques sea igual o
mayor que los objetos de la imagen B (que es la que se va
a fragmentar).

8. Elegir en Nb of ramdom. Rounds un valor entre 100-
200.

9. Hacer clic en

10. En el Log con el resultado, comprobar el p-valor
obtenido (debe ser mayor de 95%)

[ Log . =]

File Edit Font

0£0.0030 (calculated from the fitted data)




El procedimiento a seguir con el plugin
Colocalization Analysis (version Beta)
es muy parecido al del plugin JACoP:

i Coloc 2

ROl ormask |ROIs)inchannel 2 -

[ Show "Save PDF" Dialog
Images in Result

Iv Display Shuffled Images

Algorithms:

[ LiHistogram Channel 1
[ LiHistogram Channel 2
[ Lilcao

[ Manders' Correlation

[~ 2D Instensity Histogram

v Costes’ Significance Test

5

oK | Cancel

1. Abrimos el plugin y seleccionamos las

2. En ROl or mask, seleccionamos en quée canal
tenemos dibujada la region, o qué imagen se
corresponde con la mascara binaria. También nos
permite analizar la imagen completa (None).

3. Activamos las opciones Display Shuffled Images
(muestra una de las imagenes modificadas) y Costes’
Significance Test.

4. Calculamos el , que sera el tamafio
de los bloques en que fragmentaremos la imagen, o bien
indicar el tamafio aproximado de los objetos de la
imagen (ver articulos Costes y col. 2004 y Dunn y caol.
2011 para discusion del meétodo). Para calcular el
tamano del PSF:

5. Definir un nimero de (=100-200).

6. Hacemos clic en OK para obtener los resultados.


http://www.svi.nl/NyquistCalculator
http://www.svi.nl/NyquistCalculator
http://www.svi.nl/NyquistCalculator
http://www.svi.nl/NyquistCalculator
http://www.svi.nl/NyquistCalculator
http://www.svi.nl/NyquistCalculator
http://www.svi.nl/NyquistCalculator

11 Colocalisation ROI-Ch1.tif vs ROLI-Ch2.tif

Smoothed & shuffled channel 1

7. En el Log de resultados, comprobar el

Zvalue (no I
: 0.45

value (below

0.31

0.04
0.00

-

Imane statistics

PDF ¥| Log




Van Steensel (Cross-Correlation Function)

Partial colocalization of glucocorticoid and mineralocorticoid receptors in

discrete compartments in nuclei of rat hippocampus neurons

Bas van Steensel!*, Erica P. van Binnendijk', C. Diane Hornshy?, Hans T. M. van der Voort?,
Zygmunt S. Krozowski4, E. Ronald de Kloet? and Roel van Driel'-t

Journal of Cell Science 109, 787-792 (1996)

+ Medida basada en el coeficiente de Pearson.

Realiza un desplazamiento de la imagen en el eje x.
Este método se basa en que si la colocalizacion es verdadera, el valor del coeficiente de Pearson disminuira a medida
que aumente el desplazamiento en x. La funcion CCF se obtiene al representar el valor de Pearson obtenido frente al
desplazamiento en x.
El valor mdximo de Pearson deberia alcanzarse cuando el desplazamiento sea nulo (aunque puede haber un cierto
desplazamiento, por ejemplo, por aberracién cromatica).

Funciona mejor en marcajes discretos.
0.8

Colocalizacion Parcial

CCF
"—-u.___"

Colocalizaciéon Total & —=

/ \ ¥
. A ——
=20 0 20 =20 0 20
0.0 B ’ D
) ., . /\ &
CoIocah;amon Total S~ ~ c No Colocalizacién
# Intensidad o~
"\-.______________._--"




[11 Just Another Colocalisation F

Images to analyse:
Image 4 ROI-Ch1.tif
Image B ROI-Ch2.tif

Reset zoom

Anahysis to perform:

Pearson's coefficient 2 Owerlap coeff., k1 & k2
! i Costes' automatic threshold
Cytofluorogram
Costes' randomization
Ohjects hased methods

Parameters:

" A guided tour into

. J Microse. 2

017063
Click here to download the pdf from Journal of Microscopy

About | Threshold | CCF Micro. | Costes' rand® | Ohj.

Please check red labeled tabs hefore launching analysis
Anahze

Esta herramienta viene
implementada en el plugin JACoP:

1. Abrimos el plugin y seleccionamos nuestra pareja de
Imagenes.

2. Activamos la opcion

3. Revisamos las pestafas que aparecen en color rojo.



[i1" Just Another Colocalisation Pl
Images to analyse:

ROIl-Ch1.1f
ROI-Ch2.1f

Image A

Image B

Reset zoom

Anahysis to perform:

Owerlap coeff., k1 & k2
M1 & M2 coefficients Costes' automatic threshold
v | Wan Steensel's CCF Cytofluorogram
Li's ICA Costes' randomization
Ohjects hased methods

Pearson's coefficient

Parameters:

About Threshold} | CCF icro. Costes' rand® | Ohij.
Please check red labeled tabhs hefore launching analysis

5 Anahze

4.Desde la pestana :
desplazamiento en x.

seleccionamos el

5. Hacemos clic en

6. En el Log de resultados revisar los valores
maximos y minimos de CCF.

R
File Edit Font

Image A C1-Threshold tif
Image B: CZ-Threshold tif

Yan Steensel's Cross-correlation Coefficient between C1-Threshold tif and C2-Threshold tif:

CCF min.: -0.036 (obtained for dx=23) CCF max. 0.87 (obtained for dx=-2)

Rnlesults for fitting CCF on a Gaussian (CCF=a+{b-a)exp(-(xshift-c 2/ 20210 | i|
4 4

List | Sawve..| Copy..




CDA (Confined Displacement Algorithm) plugin

Jemernal of Microscopy, 2010

doi: 10,1111/.1365-2818.2010.0336%.x
Received 12 October 2009; accepted 7 January 2010

Confined displacement algorithm determines true and random
colocalization in fluorescence microscopy

J Microsc 239: 173—183.

% 160%  100% colocalization
colocal zaton ooloca 2ation CDA (d=11)

0. RAMIREZ*16, A. GARCIA* R. ROJAS*i. A. COUVET§
& S. HARTEL*§

gg 0.44 =8 — 2 8.‘. 04 3
oz] OBDD Bg T LI = g! e —
0.0 Dfﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ"iiﬂiﬁﬁ 00

24— ———r———————rT —-02
0 2 4 6 8 10 12 W 0 2 a4 6 8 10 122 14
distance of radial displacanant (poel) distanca of radial displacement (pixed)

g. 3. CDA leads to random scenarios withe
9 x 9 (1-111), dendrite models with 0% and 1¢
PC (right) In mode! dendrites with ¢

Block scrambling for block sizes 1 x 1,5 x 5
=11)for 1 scalization (V7). (b) CDA plots for M 1xos (left) and
and open squares). Mean values and corresponding SD are plotted for
each distance. Arrows mark the random regime for colocallztion In the asymptotic reglon of the plot (9 < d = 14).

+ Basado en la rotacion de la imagen. Usa los coeficientes de Manders.

+ Alternativa a fragmentar en bloques (mantiene el patron fluorescente y limita la region donde se

produce el desplazamiento de los pixels, es decir, dejamos fuera del analisis los pixels del fondo).
Necesitamos 5 imagenes:

Ch1, Ch2, ROI Chl, ROI Ch2 y ROI colocalizacion

Procesamiento bastante lento. Recomendable hacer el analisis de un recorte de la imagen.

http://imagejdocu.tudor.lu/doku.php?id=plugin:analysis:confined_displacement_algorithm determines _true and random colocalization :start



http://imagejdocu.tudor.lu/doku.php?id=plugin:analysis:confined_displacement_algorithm_determines_true_and_random_colocalization_:start
http://imagejdocu.tudor.lu/doku.php?id=plugin:analysis:confined_displacement_algorithm_determines_true_and_random_colocalization_:start
http://imagejdocu.tudor.lu/doku.php?id=plugin:analysis:confined_displacement_algorithm_determines_true_and_random_colocalization_:start
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1. Abrimos nuestra pareja de imagenes.

2. Duplicamos cada canal y aplicamos un threshold
para obtener imagenes binarias de las zonas donde
gueremos estudiar la colocalizacion.

Estas imagenes seran las y
che en el plugin.

3. También debemos generar una imagen binaria para
limitar la zona de analisis del algoritmo CDA (sélo se
producird desplazamiento de los pixels que queden
dentro de la parte blanca de esta imagen).

Sera el llamado Confined Compartment en el plugin.
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4. Abrimos el plugin y asignamos cada una de las 5
imagenes en su apartado correspondiente:

-Fluorescent channel 1 y 2: Imagenes originales en
escala de grises.

- 1§78l . imagenes binarias de cada
canal.

-Confined compartment: zona de la imagen donde
ocurrira el desplazamiento.

|1 CDA_Plugin

Fluorescent channel 1 |C1-highColo:
Fluorescent channel 2 |C2-highColo: [images]

BEOI for channel 1 |ROICHT LT [imanges]

EOI for channel 2 |ROCHZ LT [images] 4

Confined compartment ROI-culnc_tif ﬂ [images]

Mawimum radial displacement [d final] |12 [pixels]

Randon radial displacement [d_random] |7 [pixels]

Einz for histogram |16

Apply




5. Seleccionamos un valor para los siguientes parametros:

- . distancia maxima que recorre el
desplazamiento.
- . distancia a partir de la cual se

considera que el sistema entro en el régimen de aleatorio (las 2
sefales estan desacopladas y el algoritmo genera valores de M1 y
M2 que representan estados “randomizados” entre las sefiales).

6. Hacemos clic en para iniciar el procesamiento (jpaciencial).

[1p CDA_Plugin

Fluorescent channhel 1 [C1-highColoc

Fluorescent channel 2 |C2-highColoc [images]
E0I for chamnnel 1 |ROICH1 LT [imanges]
FO0I for channel 2 |ROCHZ LT [images]
Confined compartment [images]

Mawimum radial displacement [d final] |12 [pixels]

RFandon radial displacement [d_random] |7 [pixels]

Einz for histogram |16

6




7. De entre los numerosos resultados obtenidos, revisar en los si los valores de M1
y M2 son significativos.

PDF M2 ROI

6l, ¥=1.02

=10l x| Ja g =10 x| i
e Edit Font File Edit Font File Edit Font

1.00 1 1.00 1 1.00 0

100 0 1.00 1

1.00 1 1.00 1 1.00



Conclusiones

o Colocalizacion # Interaccion

® Buena calidad de Imagen y Controles!!

® Utilizar = plugin para = experimento ¢/ Updates? ¢Mantenimiento?

® Threshold y ROIs ;Tiene sentido biolégico? ;Subjetivo?

® No Proyecciones Perdemos informacion en Z (ver siguiente pagina)



Z-Stack. No Analizar Proyecciones

Proyeccion = Eliminar Informacidén en Z

)

PROYECCION XY
¢, Colocalizacion?

LZ—17)
0
Z STACK

¢, Colocalizacion?
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Enlaces Web a plugins y manuales de ImageJ/Fiji:

Just Another Colocalization Plugin — JACoP :

http://imagejdocu.tudor.lu/doku.php?id=plugin:analysis:jacop 2.0:just another colocalization plugin:start

http://imagejdocu.tudor.lu/lib/exe/fetch.php?media=plugin:analysis:jacop_2.0:just _another colocalization plugin:jacop ijconf2008.pdf

Intensity Correlation Analysis - ICA:

http://www.uhnresearch.ca/facilities/wecif/software/Plugins/ICA.html

http://www.uhnresearch.ca/facilities/wcif/PDF/ICA.pdf

Colocalization Colormap:

https://sites.qgoogle.com/site/colocalizationcolormap/home

Colocalization Analysis (Beta):
Se instala autométicamente al actualizar Fiji.

http://fiji.sc/wiki/index.php/Colocalization Analysis#

Confined Displacement Algorithm:

http://imagejdocu.tudor.lu/doku.php?id=plugin:analysis:confined_displacement_algorithm_determines_true _and _random_colocalization :start



http://imagejdocu.tudor.lu/doku.php?id=plugin:analysis:jacop_2.0:just_another_colocalization_plugin:start
http://imagejdocu.tudor.lu/lib/exe/fetch.php?media=plugin:analysis:jacop_2.0:just_another_colocalization_plugin:jacop_ijconf2008.pdf
http://imagejdocu.tudor.lu/lib/exe/fetch.php?media=plugin:analysis:jacop_2.0:just_another_colocalization_plugin:jacop_ijconf2008.pdf
http://imagejdocu.tudor.lu/lib/exe/fetch.php?media=plugin:analysis:jacop_2.0:just_another_colocalization_plugin:jacop_ijconf2008.pdf
http://www.uhnresearch.ca/facilities/wcif/software/Plugins/ICA.html
http://www.uhnresearch.ca/facilities/wcif/PDF/ICA.pdf
https://sites.google.com/site/colocalizationcolormap/home
http://fiji.sc/wiki/index.php/Colocalization_Analysis
http://imagejdocu.tudor.lu/doku.php?id=plugin:analysis:confined_displacement_algorithm_determines_true_and_random_colocalization_:start
http://imagejdocu.tudor.lu/doku.php?id=plugin:analysis:confined_displacement_algorithm_determines_true_and_random_colocalization_:start
http://imagejdocu.tudor.lu/doku.php?id=plugin:analysis:confined_displacement_algorithm_determines_true_and_random_colocalization_:start

Pearson- Spearman Colocalization — PSC — Plugin:

http://www.cpib.ac.uk/tools-resources/psc-colocalization-plugin/

Organelle Based Colocalization — OBCOL.:

http://obcol.imb.ug.edu.au/

Colocalization Test:

http://fiji.Ibl.gov/mediawiki/phase3/index.php/Colocalization Test

Colocalization Threshold:

http://pacific.mpi-cbg.de/wiki/index.php/Colocalization Threshold

MosaicSuite (Squassh):

http://mosaic.mpi-cbqg.de/?g=downloads/imageJ

AutoThreshold:

http://rsb.info.nih.gov/ij/docs/user-quide.pdf

http://pacific.mpi-cbg.de/wiki/index.php/Auto Threshold

ImageJ mailing list:

https://list.nih.gov/cqi-bin/wa.exe? A0=IMAGEJ



http://www.cpib.ac.uk/tools-resources/psc-colocalization-plugin/
http://obcol.imb.uq.edu.au/
http://fiji.lbl.gov/mediawiki/phase3/index.php/Colocalization_Test
http://pacific.mpi-cbg.de/wiki/index.php/Colocalization_Threshold
http://mosaic.mpi-cbg.de/?q=downloads/imageJ
http://mosaic.mpi-cbg.de/?q=downloads/imageJ
http://mosaic.mpi-cbg.de/?q=downloads/imageJ
http://mosaic.mpi-cbg.de/?q=downloads/imageJ
http://rsb.info.nih.gov/ij/docs/user-guide.pdf
http://rsb.info.nih.gov/ij/docs/user-guide.pdf
http://rsb.info.nih.gov/ij/docs/user-guide.pdf
http://pacific.mpi-cbg.de/wiki/index.php/Auto_Threshold
http://pacific.mpi-cbg.de/wiki/index.php/Auto_Threshold
http://pacific.mpi-cbg.de/wiki/index.php/Auto_Threshold
https://list.nih.gov/cgi-bin/wa.exe?A0=IMAGEJ
https://list.nih.gov/cgi-bin/wa.exe?A0=IMAGEJ
https://list.nih.gov/cgi-bin/wa.exe?A0=IMAGEJ
https://list.nih.gov/cgi-bin/wa.exe?A0=IMAGEJ

Otros enlaces de interés:

http://www.biu.helsinki.fi/coursematerial/BIU 2010 Advanced Methods.pdf

http://www.cytometry.ca/events/Symposium2009/029-LacosteJ.pdf

http://fiji.sc/wiki/index.php/Colocalization - hardware setup and image acquisition

http://www.svi.nl/NyquistCalculator

Mas enlaces sobre colocalizacion en la pagina Web del SMOC:

http://www?2.cbm.uam.es/mkfactory.esdomain/webs/CBMSO/plt Servicio Pagina.aspx?ldServicio=19&1dObjeto=275



http://www.biu.helsinki.fi/coursematerial/BIU_2010_Advanced_Methods.pdf
http://www.cytometry.ca/events/Symposium2009/O29-LacosteJ.pdf
http://fiji.sc/wiki/index.php/Colocalization_-_hardware_setup_and_image_acquisition
http://fiji.sc/wiki/index.php/Colocalization_-_hardware_setup_and_image_acquisition
http://fiji.sc/wiki/index.php/Colocalization_-_hardware_setup_and_image_acquisition
http://www.svi.nl/NyquistCalculator
http://www.cbm.uam.es/mkfactory.esdomain/webs/CBMSO/plt_Servicio_Pagina.aspx?IdServicio=19&IdObjeto=275
http://www.cbm.uam.es/mkfactory.esdomain/webs/CBMSO/plt_Servicio_Pagina.aspx?IdServicio=19&IdObjeto=275

Han colaborado en este seminario prestando sus imagenes:

Argentina Lario
Javier Diez Guerra
Maria Férez

Maria Recuero
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