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Cuantificacion de la fluorescencia

Una vez captadas las imagenes, podemos cuantificar su fluorescencia:

Sort chans by Channels and ROIs




Cuantificacion de la fluorescencia

Podemos cuantificar la fluorescencia de toda la imagen, o bien la de una region
de interés (ROI) seleccionada
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Cuantificacion de la fluorescencia

Histograma:

v Eje X: indica la
(intensidad de |Ia
fluorescencia en
escala de grises)

Coum

v Eje Y: indica el
numero de pixeles




Cuantificacion de la fluorescencia

™.

En el apartado “statistics” aparecen
datos estadisticos relativos a

cuantificacion de la fluorescencia

la

Histogram Statistics
Channel 1 ROI
Area 209.33 (ym)*
Mean Value 27.52 gray values
Pixel Count 17593
Pixel Sum 454154
Maximum 255.00 gray values
Minimum 0.00 gray values
Variance 2.01 Kgray values
Standard Deviation 44.81 gray values
Average Deviation 29.05 gray values
Maximum Peak 22T 48 gray values
Maximum Valley 27.52 gray values







Estudios de colocalizacion

é¢Qué es la colocalizacion?

v’ Indica que dos moléculas se encuentran en el mismo lugar en un instante
del tiempo concreto, pero no que estén interaccionando entre si

La colocalicacion esta ligada a la resoluciéon del microscopio. Aquellas moléculas que
estén a una distancia inferior a la resoluciéon del microscopio colocalizaran.

Al realizar estudios de colocalizacion es importante preparar adecuadamente las
muestras y optimizar la imagen para obtener la maxima resolucidn posible.



Estudios de colocalizacion

A la hora de preparar las muestras hay que:
v’ Utilizar marcadores fluorescentes estables y que no solapen entre si
v Evitar la autofluorescencia
v’ Realizar controles (inespecificidad y reacciones cruzadas)
v'Mantener la ultraestructura de la muestra
v'Utilizar medios de montaje y cubreobjetos adecuados (170 micras de grosor)
v'Correcto apareamiento de indices de refraccidn

v’ Realizar controles de cada anticuerpo

Lo mas recomendable es utilizar un fluorocromo verde y otro en rojo pero
cercano al rojo lejano



Estudios de colocalizacion

En la captacion de la imagen hay que:

v’ Optimizar la resolucién axial y lateral (ajustarse al criterio de Nyquist)
v Evitar las aberraciones cromaticas

v'Utilizar el mismo valor de average en todas las fotos

v'Rango dindmico de 8 bit

v'Seleccionar bandas espectrales estrechas

v'Verificar que no hay solapamiento entre canales

v'Realizar todas las fotos el mismo dia

v'Captacidn de la imagen secuencial



Estudios de colocalizacion

La colocalizacidn se representa graficamente en un citofluorograma:

threshold Canal 2
Area de colocalizacion

Los umbrales de los
canales (thresholds)
se determinan en
funcion de los
controles de cada
anticuerpo

threshold Canal 1

Background




Estudios de colocalizacion

Posibles resultados obtenidos en un citofluorograma

Colocalizacion parcial Colocalizacion parcial

Colocalizacion total Colocalizacion.
Diferentes intensidades

Exclusion Exclusion + Ruido Exclusion + cross-talk Manipulacion del CF




Estudios de colocalizacion

Cuantificacion de la colocalizacion:

Se realiza en secciones individuales, no en la proyeccion maxima

Principales coeficientes de cuantificacion de la colocalizacion:
v’ Coeficiente de colocalizacion: n? de pixeles que colocalizan/pixeles totales

v'Coeficiente de Pearson: describe la correlacion de las distribuciones de
intensidad entre los canales. Se ve afectado por el ruido y la densidad de Ia
imagen

. Entre -1 y 0: -1 (exclusidon), O (distrbucion al azar) y +1
(colocalizacion)

v’ Coeficiente d overlap (Manders): es una transformacion del coeficiente de
Pearson que no incluye las intensidades medias. Se ve afectado por el
background, el ruido y la desigual distribucion de pixeles de colores
diferentes.



Estudios de colocalizacion

Ejemplos de cuantificacion de la colocalizacion

Pearson’s Correlation 0,9037
Overlap Coefficient 0,9098
Colocalization Rate 99,73%

El coeficiente de
Pearson se ve
afectado por la
alta densidad de
fluorescencia en
la imagen

/

Overlap Coefficient

Colocalization Rate




Estudios de colocalizacion

Ejemplos de cuantificacion de la colocalizacion

El coeficiente de
Overlap se ve
afectado por el
alto ruido de la
imagen

Pearson’s Correlation: 0.8010

Colocalization Rate: 51.65 %




