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The laws of Nature are written in the language of mathematics,

the symbols are triangles, circles and other geometrical figures,
without whose help it is impossible to comprehend a single word.
Measure what is measurable, and make measurable what is not so.

( Galileo Galilei )

A la Susana i a la meva familia,
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Estructura de la Tesi Doctoral

El treball portat a terme durant la realitzacié d’aquesta Tesi Doctoral s’estructura en

tres grans blocs.

En un primer bloc d’introduccié es descriuen les bases dels métodes quimiometrics i
experimentals emprats aixi com dels sistemes biologics estudiats en aquesta Tesi.

Aquest bloc es divideix en tres capitols.

En el capitol primer es fa una descripcié dels métodes quimiometrics utilitzats,

tant de modelitzacio flexible com de modelitzacié rigida.

En el capitol segon s’introdueix la quimica dels acids nucleics i es descriuen els
factors experimentals que afecten els seus equilibris conformacionals. En
aquest capitol també es fa una breu introduccio dels fonaments experimentals
de la tecnologia de micromatrius d’ADN i dels métodes estadistics emprats per

analitzar aquest tipus de dades.

Finalment, el capitol tercer descriu les técniques instrumentals i els

procediments experimentals que s’han emprat en aquesta Tesi.

En un segon bloc de resultats es descriu detalladament el treball que s’ha realitzat en

aquesta Tesi. Aquest bloc es divideix en dos capitols.

El capitol quart mostra els nous desenvolupaments proposats pel métode de
resoluci6 multivariant, MCR-ALS, i la validacié dels resultats obtinguts
mitjangant aquest métode. Es mostra, en primer lloc, el desenvolupament d’una
nova interficie grafica pel métode de Resolucié Multivariant de Corbes per
Minims Quadrats Alternats, MCR-ALS, [1]. A continuaci6 es mostren dos
treballs sobre la validacié del métode MCR-ALS, tant pel cas d’analitzar un unic
experiment [2], com quan s’analitzen diferents experiments simultaniament [3].
Finalment, en el darrer treball d’aquest capitol, s’analitzen les ambiguitats

presents en els métodes de modelitzacié rigida de dades cinétiques i
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s’investiga com la imposicio de la restriccio de no-negativitat durant el procés

d’optimitzacié permet obtenir resultats més fiables [4].

El capitol cinqué presenta les aplicacions bioanalitiques investigades mitjangant
els métodes de resolucid6 multivariant. En primer lloc es va dur a terme un
estudi bibliografic sobre les aplicacions recents d’aquests métodes a problemes
bioanalitics [5]. A continuacié es descriuen tres aplicacions d’aquests métodes
quimiomeétrics a problemes concrets on s’estudien els equilibris
conformacionals de diferents oligonucleotids. Aixi, es presenta un treball on
s’estudien els equilibris de dimeritzacié d’oligonucledtids ciclics [6], un treball on
s’estudia la formacié d’estructures triples paral-leles i antiparal-leles [7], i,
finalment, un ftreball on s’estudia la formacié d’estructures quadruples [8].
Daltra banda, es presenten dos ftreballs relacionats amb [l'aplicacié dels
métodes de resolucié multivariant per a l'analisi de dades de Ressonancia
Magnética Nuclear monodimensional [9] i multidimensional [10]. Finalment, es
mostra un treball que tracta sobre I'aplicacié del métode MCR-ALS a I'analisi de
dades de micromatrius d’ADN [11].

Finalment, el bloc final de conclusions presenta de forma resumida els aspectes més
significatius dels treballs realitzats tant en el desenvolupament com en la validacio6 dels
meétodes de resolucié multivariant. També es resumeix la importancia que tenen les
aplicacions realitzades d’aquests metodes quimiometrics en l'analisi de dades que
provenen de diferents técniques experimentals i en l'estudi de nous sistemes i

problemes biologics, de complexitat creixent.
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Atecedents

Aquest treball s’integra en una de les linies de recerca del Grup de Quimiometria del
Departament de Quimica Analitica de la Universitat de Barcelona. Aquesta linia de
recerca es centra en el desenvolupament de metodes quimiométrics d’analisi
multivariant de dades i en la seva aplicacio a l'estudi analitic dels canvis de

conformacid i/o de les interaccions entre biomolécules.

Els antecedents d’aquesta linia de recerca son els estudis sobre determinacions de
constants d’estabilitat a partir de mesures potenciométriques i espectrofotomeétriques
dels anys vuitanta, i en la utilitzacié de programes de calcul basats en optimitzacions
minimoquadratiques basades en models fisicoquimics [1, 2]. Des d’aleshores s’ha
produit una revolucidé tecnoldgica que ha afectat tant a I'adquisicio de les dades
experimentals com al tractament d’aquestes. D’aquesta forma s’ha passat de recollir
mesures univariants (és a dir, on es mesura un unic canal com, per exemple,
'absorbancia a una sola longitud d’'ona a cada temps de reaccié d’una cinética) a
mesures multivariants que permeten obtenir tot un espectre o adquirir les intensitats de
fluorescéncia de milers de canals en uns segons. Com és logic, aquest increment en la
capacitat d’adquisici6 de dades ha provocat també un increment de la complexitat
d’aquestes dades i, per tant, la necessitat de l'aparici6 de métodes numeérics que

siguin capacos de tractar-les.

Durant aquests anys, l'activitat investigadora del Grup de Quimiometria ha tingut una
evolucié paral-lela. Aixi, a partir dels treballs de determinacié potenciomeétrica i
espectrofotométrica de constants dels anys vuitanta [1, 2] mitjangant métodes de
modelitzacio rigida, es va passar al desenvolupament, a principi de la década dels
noranta, de métodes de modelitzacio flexible. Aixi, en primer lloc es va desenvolupar el
programa SPFAC [3], implementat en FORTRAN, en el qual es realitzava una
optimitzacio iterativa per minims quadrats alternats (ALS) basada en l'analisi per
components principals i en l'analisi de factors evolutius de la matriu de dades
experimental. Més endavant es van dur a terme una série de millores en aquest
meétode consistents en la possibilitat d’introduir restriccions durant el procés
d’optimitzacié ALS i en I'analisi simultania de diferents experiments que van donar lloc

a I'aparicié del metode conegut com a Resolucié Multivariant de Corbes en I'entorn de
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treball de MATLAB [4, 5]. Més endavant, aquest métode es va anomenar MCR-ALS (a
partir de les inicials en anglés de Multivariate Curve Resolution by Alternating Least
Squares). A partir de la proposta inicial d’aquest métode, el treball en el si del grup de

recerca s’ha diversificat en diferents linies.

Una primera linia de treball es basa en el desenvolupament i millora del métode MCR-
ALS, que s’ha convertit en un métode quimiomeétric molt flexible i versatil [6]. Aixi, per
una banda, s’ha augmentat i millorat el nombre de restriccions que es poden aplicar
durant l'optimitzacié de forma que augmenti el sentit quimic de les solucions
obtingudes [7, 8]. Entre aquestes restriccions cal destacar la referent a la imposicio
d’'un model quimic (ja sigui cinétic o d’equilibri basat en la llei d’accié de masses) que
possibilita la resolucio d’un sistema fent servir alhora métodes de modelitzaci6 flexible i
rigida [9, 10]. Per altra banda, una altra gran avantatge del métode MCR-ALS és la
possibilitat d’analitzar simultaniament diverses matrius de dades correlacionades [7,
11] de manera que es poden estudiar tant sistemes formats per un unic experiment
seguit per una unica espectroscopia, com estudiar un nombre x d’experiments seguits
per un nombre y d’espectroscopies, o com estudiar dades experimentals procedents

d’espectroscopies multidimensionals o d'imatges [12, 13].

Una altra linia de treball del grup ha permés avaluar la qualitat dels resultats obtinguts
pel métode MCR-ALS. Aixi, s’han estudiat en detall els problemes que poden afectar la
fiabilitat dels resultats obtinguts degut a problemes de deficiencia de rang [14] o
I'efecte de les ambiguitats rotacionals i d’escala associades a aquests métodes de
resolucioé [7, 15]. En molts casos, s’ha aconseguit proposar restriccions i condicions de
resolucié (per exemple, a partir de I'analisi simultania de diversos experiments) que
permeten la minimitzacié d’aquests problemes i, en molts casos, aconseguir la seva

eliminacid i obtenir solucions uniques.

Finalment, una altra de les linies d’investigacié es basa en I'aplicacié dels metodes
quimiomeétrics desenvolupats per nosaltres a diversos tipus de sistemes experimentals.
D’aquesta forma s’aplica aquest métode a I'estudi de la interaccié d’acids nucleics amb
metalls [16, 17], als equilibris conformacionals de proteines [18, 19] i acids nucleics

[20, 21] 0 a la determinaci6 de contaminants en mostres ambientals [22, 23].
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Tenint en compte aquests antecedents historics i les linies de recerca en el grup, es

poden definir els objectius de la Tesi Doctoral que es presenta en aquesta memoria.

Objectius

Els tres objectius principals que s’han intentat assolir en aquesta Tesi Doctoral queden
definits en el mateix titol: “Nous desenvolupaments, aplicacions bioanalitiques i

validacio dels métodes de resolucié multivariant”.

El primer objectiu d’'aquesta Tesi ha estat el de contribuir al desenvolupament i
extensié del métode de Resolucié Multivariant de Corbes (MCR-ALS) a partir de la
creacio d’'una interficie grafica. Aquesta interficie pretén facilitar la utilitzacié del
meétode MCR-ALS permetent una millor seleccié de diferents opcions possibles a
utilitzar durant I'optimitzacié per minims quadrats alternats i facilitar el seu Us d’'una

manera més intuitiva.

El segon objectiu d’aquesta Tesi ha estat I'estudi de la fiabilitat dels resultats que
s’obtenen mitjancant I'aplicacié del métode MCR-ALS. S’ha investigat tant I'efecte de
les ambiglitats rotacionals i d’escala com els efectes de la propagacié del soroll

experimental a les solucions obtingudes pel métode MCR-ALS.

Finalment, el tercer objectiu d’aquesta Tesi ha estat I'aplicacié del métode MCR-ALS a
I'estudi dels equilibris conformacionals de diferents oligonucleodtids mitjancant diverses

técniques instrumentals, especialment espectroscopiques.
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