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Origen del proyecto
¿Una forma de cuantificar de forma objetiva , rápida y reproducible?





Clasificadores Machine-Learning
Clasificación: El proceso de predecir a que clase pertenece un objeto

Clase: objeto o categoría.

Ejemplo: Clasificar un correo como spam o no spam



Uso de clasificadores
Clasificadores para IHC

Clasificadores imagenología 
médica

Clasificadores patrones



¿Qué necesito para entrenar?

Habilidad para clasificar manualmente tinciones.

Conocer el problema a resolver

Datos de calidad (imágenes). Imágenes con marcas poco homogéneas son 
complicadas

Actitud. Lidiar con la frustración



Annotater
Herramienta para anotación y entrenamiento de clasificadores 

Thierry Pecot



Regresión logística
La regresión logística es un algoritmo de clasificación que se utiliza para predecir la 
probabilidad de una variable dependiente categórica. En la regresión logística, la 
variable dependiente es una variable binaria que contiene datos codificados como 1 –
0, sí – no, abierto – cerrado, etc.



¿Qué características aprende?
• Intensidad de fluorescencia promedio
• Desviación estandar de la intensidad.
• Circularidad de núcleos.
• Tamaño



Ventajas sobre análisis 
manual

Eficiencia: menos tiempo de análisis
Objetividad 
Reproducibilidad
Información nueva
Análisis de expresión específico
Conocer coordenadas



Cronograma

SESION1 

• Explicación del experimento

• Alineación de imágenes

• Segmentación de núcleos

• Creando clasificadores

SESION 2 

• Resolución dudas.

• Evaluación de clasificadores

• Extracción de datos

• Análisis dowstream. ¿más de 7 
canales?



Explicación del experimento
HLADR-rata AF594       BDCA3-ratón AF647

CD8 AF488       MART-conejo AF594      PDL1 APC

CD11c FITC          PD1-PE

Base

Ciclo 1

Ciclo 2



Evaluación de fenotipos



Alineación de imágenes 
Abrir imágenes a alinear 







Se generara una imagen alineada Abrir la tercera imagen a alinear y repetir el proceso



Stack de 9 canales Antes de separarlo recortar al tamaño adecuado

Click derecho



Organización de los canales

Canal  1-Núcleos azul

Canal 2-CD8 rojo

Canal 3-PD1 magenta

Canal 4-CD11c verde

Canal 5-HLADR  Orange hot

Canal 6 BDCA3 Yellow hot

Canal 7-PDL1 Cyan

Es importante determinar el orden y color que cada marcador tendrá de la composición, 

esta asignación debe ser la misma para todas las imágenes

• Green
• Red
• Yellow
• Cyan
• Magenta
• Yellow hot
• Sepia
• Grays
• Orange hot
• Magenta hot



Asignar lut a cada canal



Separar los canales y hacer la 
composición final



Segmentación de núcleos
Separar los núcleos y subirlos a una carpeta de driveGoogle collab



Entrenamiento de 
clasificadores
De nuestro experimento tenemos dos conjuntos de imágenes

1. Datos para entrenamiento.  Este dividirse en aprox 80% para entrenamiento y 20% validad

2. Datos problema/ Datos a evaluar. Este conjunto no debe incluir el primer conjunto idealmente.



Entrenamiento de clasificadores
Abrir imagen de entrenamiento en annotater

Empalmar con su máscara de núcleos segmentados













2. En área de marker annotation añadir marcador en modo manual

Evaluación de mi clasificador



Evaluación de mi clasificador
1. Abrir imagen de validación en annotater y empalmar con máscara 



Evaluación de mi clasificador
3. Anotar manualmente TODA la 

imagen con las células 
positivas



Evaluación de mi clasificador
3. Guardar hoja .csv en imagen anotada y .csv de predicción con clasificador

1.Anotación manual.csv

2.Predicción clasificador



Evaluación de mi clasificador
4. Abrir interfaz para sacar métricas



Evaluación de mi clasificador
5. Seleccionar las hojas de anotación manual y predicción



Evaluación de mi clasificador
6. Dar click en “calcular”



Evaluación de mi clasificador
6. Dar click en “copiar al portapapeles”



Evaluación de mi clasificador
7. Pegar en la hoja de calculo “Calculo_Metricas”



Cálculo de métricas

𝑇𝑃 = 𝑃𝑅𝐸𝐷𝐼𝐶𝑇𝐸𝐷 − 𝐹𝑃

𝐹𝑃 = 𝑃𝑅𝐸𝐷𝐼𝐶𝑇𝐸𝐷 −𝑀𝐴𝑁𝑈𝐴𝐿

𝐹𝑁 = 𝑀𝐴𝑁𝑈𝐴𝐿 − 𝑃𝑅𝐸𝐷𝐼𝐶𝑇𝐸𝐷



Metricas
Cuando cada uno de los clasificadores a utilizar cumpla con buenas métricas podemos 

pasar al análisis del todo el segmento de datos



Organización de los datos

Nombre de los archivos

Acral_clavedepx-#decampo.tif



Análisis en batch



Resultados
Archivo .txt por cada imagen analizada 1 fila= 1 célula   1 columna=1 caracteristica



1,2,3,4,5

+ - ?

1p2p3p

Lenguaje



Extracción de datos
Abrir liga 



Análisis downstream





Linfocitos CD8 Residentes de tejido  TCF7+ y TCF7- relacionados al control de la 
enfermedad



Linfocitos CD8 Residentes de tejido  TCF7+ y TCF7- relacionados al control de la enfermedad



Linfocitos CD8 Residentes de tejido  TCF7+ y TCF7- relacionados al control de la enfermedad



Escaneos del tejido tumoral y estromal: Paciente Libre de Enfermedad

TCF7 CD8 CD103 CD11c HLADR BDCA3 MART-1



Escaneos del tejido tumoral y estromal: Paciente Metastásico

TCF7 CD8 CD103 CD11c HLADR BDCA3 MART-1



Correlación espacial de las poblaciones inmunes



TCF1- CD103+ CD8+ VS 

MART-1+ 

cDC1 VS MART-1+ cDC1 vs TCF1- CD103+ 

CD8+ 

TCF1+ CD103+ CD8+ VS 

MART-1+ 

cDC1 vs TCF1+CD103+ 

CD8+ 

TCF7 CD8 CD103 cDC1 MART-1



CD8 CD103 PD1 GZB LAMP1

TUMOR CASP3

TCF7

TCF7+

TCF7-

Libre de enfermedas



CD8 CD103 PD1 GZB LAMP1

TUMOR CASP3

TCF7

TCF7+

TCF7-

Metastásico 



Los linfocitos TCF1- TRM citotóxicos se encuentran más cerca de las células MART-1+ Casp-3-p+



Linfocitos residentes de tejido que expresan TCF7+ y TCF7- están relacionados a la respuesta a CBI



La abundancia de cDC1 es mayor en pacientes que responden a la inmunoterapia.
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