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Nous desenvolupaments, aplicacions bionalitiques i validacié6 de Métodes de Resolucié Multivariant

Bloc II. Capitol 4. Nous desenvolupaments i validacié de metodes de resolucié multivariant

En aquest apartat es presenta la contribuciéo d’aquesta Tesi Doctoral a la millora del
métode de Resolucié Multivariant de Corbes per Minims Quadrats Alternats (MCR-
ALS), a l'avaluacié de la fiabilitat dels resultats obtinguts pel métode MCR-ALS i dels

obtinguts en I'analisi de dades cinétiques mitjangant métodes de modelitzacié rigida.

En els darrers anys, el métode MCR-ALS ha assolit una notable popularitat en I'analisi
i la resolucié de processos i mescles multicomponent. Aquesta acceptacié ha estat
deguda a la capacitat d’adaptacio d’aquest métode a sistemes experimentals diversos i
a la flexibilitat en la implementacié de diferents restriccions durant el procés
d'optimitzacié iterativa. Malgrat aquests avantatges, els algoritmes existents
presentaven la dificultat de la destresa que, en alguns casos, era necessaria per dur a
terme la seleccid i aplicacié de restriccions adequades, sobretot quan es treballa amb
un nombre elevat de matrius. Per tal de superar aquests inconvenients, es va dirigir el
treball de desenvolupament del métode MCR—-ALS cap a la creaciéo d'una interficie
grafica entre l'usuari i l'algoritme d’optimitzacié que permetés la seleccido de les

restriccions d’'una forma molt més intuitiva.

En segon lloc, es presenten els treballs que s’han dut a terme en aquesta Tesi
Doctoral per tal d’avaluar la fiabilitat dels resultats obtinguts mitjangant els métodes de
resolucié multivariant. Els treballs resultants s’han agrupat en dos blocs en els quals es
diferencien els estudis realitzats amb el métode de modelitzacioé flexible MCR-ALS i els

realitzats amb un métode de modelitzacio rigida.

En el primer d’aquest dos blocs s’estudia com avaluar I'efecte de I'error experimental

en les solucions MCR-ALS i de les ambiguitats intrinseques del métode.

o0 El primer treball estudia la qualitat dels resultats obtinguts per MCR-ALS quan
s’analitza una unica matriu de dades. Per tal de dur a terme aquest estudi es van
proposar i comparar diferents métodes que han permés avaluar la propagacio de
I'error experimental a les solucions obtingudes. Aquests estudis es van dur a terme
amb dades simulades i experimentals corresponents als equilibris acid-base del

polinucleotid poly(1)-poly(C) seguits per absorcié molecular a I'ultraviolat.
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0 El segon treball estudia la qualitat dels resultats obtinguts per MCR-ALS en el cas
d’analitzar més d’'una matriu de dades simultaniament. A partir dels resultats
obtinguts al treball anterior es va seleccionar el métode més apropiat per dur a
terme l'estudi de la propagacié de I'error experimental a les solucions obtingudes.
A més, s’estudia I'efecte de les ambiglitats rotacionals en les solucions obtingudes
i com l'estratégia d’analitzar simultaniament diversos experiments contribueix a
minimitzar aquests efectes. Aquests estudis es van dur a terme amb dades
experimentals corresponents a mescles de diferents tipus de benzines seguits
mitjangant espectroscopia d’infraroig proper obtingudes, durant una estada de
recerca en el grup del Prof. Dr. José C. Menezes de I'Instituto Superior Técnico de

Lisboa.

En el segon bloc, es presenta el treball realitzat sobre I'ambigiitat d’intercanvi de les
constants que apareix quan s’intenta modelitzar determinats mecanismes cinétics
utilitzant métodes de modelitzacié rigida. Aixi, es va observar que quan el mecanisme
consta de dos 0 més reaccions es produeix una ambiguitat en la resolucié deguda a
l'intercanvi de les constants de velocitat associades a aquestes reaccions. Es proposa
I'aplicacié de la restriccio de no-negativitat a l'interior del cicle d’optimitzacié iterativa
per tal d’eliminar aquesta ambiglitat. Aquest estudi s’ha dut a terme analitzant
conjunts de dades simulats i experimentals en els quals es produia aquest tipus
d’ambiguitat. Aquest treball es va dur a terme en una estada de recerca en el grup del
Prof. Dr. Paul J. Gemperline a la East Carolina University de Greenville (Carolina del
Nord, Estats Units).

- 166 -



4.1. “An user friendly interface for
MCR-ALS : a new tool for
Multivariate Curve Resolution
in MATLAB”

Chemometrics and Intelligent
Laboratory Systems,

(2005),

76, 101-110

Joaquim Jaumot
Raimundo Gargallo
Anna de Juan
Roma Tauler



4.2. “Estimation of error

propagation and prediction
intervals in MCR-ALS using
resampling methods”

Journal of Chemometrics,
(2004),

18, 327-340

Joaquim Jaumot
Raimundo Gargallo
Roma Tauler



4.3. “Quality assesment of the
results obtained by
Multivariate Curve Resolution
analysis of multiple processes
of gasoline blending
processes ”

(enviat per a la seva publicacio)

Joaquim Jaumot
José C. Menezes
Roma Tauler



4.4. “Non-negativity constraints for
elimination of multiple
solutions in fitting of
multivariate kinetic models to
spectroscopic data ”

Journal of Chemometrics,
(2005)
19, 97-106

Joaquim Jaumot
Paul J. Gemperline
Alexandra Stang



Nous desenvolupaments, aplicacions bionalitiques i validacié de Métodes de Resolucié Multivariant

Bloc II. Capitol 4. Nous desenvolupaments i validacié de metodes de resolucié multivariant

4.5. Discussio dels resultats

En aquest capitol es presenta una discussio global dels treballs presentats en aquest
capitol com a complement de la que es pot trobar als articles presentats anteriorment.
La discussid s’ha dividit en dos subapartats segons I'aspecte tractat als treballs. En
primer lloc es tracta sobre la interficie grafica desenvolupada pel métode de resolucio
multivariant de corbes MCR-ALS. En segon lloc es tracta sobre la validacié dels
resultats obtinguts tant pels métodes de modelitzacié flexible com rigida, tenint en
compte les ambiguitats intrinseques a aquests métodes i els possibles efectes del

soroll experimental.

4.5.1. Nous desenvolupaments del métode MCR-ALS

El metode de resolucid multivariant de corbes mitjangant minims quadrats alternats
(MCR-ALS) ha esdevingut un métode quimiométric forca utilitzat per a l'analisi
multicomponent de mescles complexes. Aquest fet es pot comprovar en fer una
recerca bibliografica del concepte “Multivariate Curve Resolution”, el qual retorna
aproximadament 300 entrades al portal “/IS/ Web of Knowledge” [1] a data de febrer de
2006. Una part d’aquestes entrades corresponen a treball realitzats en el si del Grup
de Quimiometria (com, per exemple, els treballs realitzats en aquesta Tesi Doctoral),
perd també hi ha treballs de grups de recerca tant catalans [2-4] com europeus [5-7] 0
americans [8-10]. A més, en dur a terme aquesta recerca s'observa també una gran
varietat d’ambits d’aplicacié diferents en els quals s’ha aplicat amb éxit aquest métode
com, per exemple, el seguiment de processos industrials [11, 12] i biofisics [13, 14],
I'analisi d'imatges [15, 16], 'analisi de dades ambientals [17, 18] o I'analisi de dades de
micromatrius d’ADN [19, 20]. Malgrat aquesta acceptacié per part de la comunitat
cientifica, temes com la seleccié de les restriccions i de les opcions d’optimitzacié en
lalgoritme ALS resulten complexes sobretot en el cas de lanalisi de diferents

experiments simultaniament.

Aixi, en aquesta Tesi s’ha pretés facilitar i millorar la interaccié entre l'usuari i el
programa d’optimitzacié ALS. S’ha intentat posar aquest métode quimiométric a I'abast
d’'un usuari sense coneixements previs de programacié MATLAB® [21], ni d’utilitzacio
previa del programa MCR-ALS. Aquest objectiu s’ha dut a terme mitjancant el

desenvolupament d’una interficie grafica dins de I'entorn MATLAB® (apartat 4.1.).
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La nova interficie grafica consta de les seglents finestres:

Finestra per a la introduccié de la informacid inicial (Figura 4.1.a). En primer lloc, es

selecciona la matriu de dades a analitzar, les estimacions inicials dels perfils de
concentracié o espectrals que es faran servir en la resolucio i el nombre de matrius
a analitzar (cal tenir en compte les dues possibilitats d’augmentacié de matrius per
files i per columnes [11]). Aixi, després de seleccionar aquestes matrius es mostra
una representacié grafica de les dades experimentals per files i per columnes.
També es mostra una representacié de les estimacions inicials dels perfils de
concentracié o espectrals seleccionats i dels perfils espectrals o de concentracio,
respectivament, calculats per minims quadrats a partir de les dades experimentals i
de les estimacions inicials. Finalment, es mostra a la part inferior una representacié
de les matrius de scores i de loadings obtingudes per I'analisi de components

principals (PCA) de les dades experimentals.

Finestres per a la seleccié de les restriccions a aplicar durant I'optimitzacié. En

aquest cas, s’han de distingir dos casos diferents.

D’una banda, quan s’analitza una unica matriu, s’obrira la finestra de selecci6 de
restriccions que es mostra a la Figura 4.1.b. En aquesta finestra unicament
apareixen les restriccions que es poden aplicar quan s’analitza una unica matriu.
Aixi, es podran seleccionar les restriccions de no-negativitat, unimodalitat, sistema
tancat (balan¢ de matéria) i selectivitat, tant pels perfils de concentracié com pels
espectrals. La seleccié de les restriccions es porta a terme mitjangant clics del
ratoli a caselles de seleccié, botons de radio o menus emergents que s’activen
progressivament quan l'usuari selecciona una determinada restriccié de forma que

el guien en el procés.

D’altra banda, si s’analitza una matriu augmentada (ja sigui en la direccié de les
files o de les columnes) es tindra la finestra de seleccid de restriccions que es
mostra a la Figura 4.1.c. Préviament a I'aparici6 d’aquesta finestra, la interficie
demanara informacié sobre la matriu de dades augmentada estudiada, és a dir, el
nombre d’experiments i/o técniques estudiades i les dimensions de cadascuna

d’aquestes submatrius. La seleccié de les diverses restriccions presenta, en aquest
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) MCR-ALS user friendly interface

Selection of ALS constraints
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Figura 4.1. Captures de pantalla de la interficie grafica. (a) Introduccié de la informacid, (b)
seleccio de restriccions en el cas d'un Unic experiment, (c) seleccid de restriccions en el cas de

multiples experiments i (d) presentacié de resultats.
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cas, diferéncies respecte la seleccio de restriccions per a una unica matriu. Aixi, en
primer lloc, s’ha de decidir si es vol aplicar les mateixes restriccions per a totes les
matrius o aplicar diferents restriccions a cada matriu (tant en el cas de que siguin
diferents experiments com diferents técniques). En el cas d’aplicar les mateixes
restriccions a totes les matrius, el procés de seleccio de les restriccions sera similar
al cas d’una unica matriu. Perd, en el cas d’aplicar diferents restriccions a cada
matriu el procés sera diferent. Aixi, caldra seleccionar les restriccions per a la
primera matriu i, posteriorment, canviar la matriu a la qual s’apliquen les
restriccions fent servir el menu emergent que es troba a la part superior dreta de la
figura. En cas que sigui necessari per a 'optimitzacié tornar a seleccionar alguna
restriccid, aquesta reinicialitzara el seu valor i 'usuari podra tornar a seleccionar la
forma d’implantar la restriccid (per exemple, algoritme utilitzat en la no-negativitat)
o el nombre d’espécies a les qual s’aplicara. Finalment, cal destacar que hi ha la
possibilitat d’aplicar la restriccid de ftrilinearitat que Unicament es pot aplicar si

I'estructura de les dades ho permet.

En els dos casos a la part inferior de la finestra apareixen unes opcions comuns.
Aixi, es té l'opcié de canviar parametres de I'optimitzacié (com, per exemple, el
nombre d’iteracions i el criteri de convergéncia) i donar noms a les variables de
sortida. Finalment, si es prem el boté d'inici Optimize s’iniciara el procés

d’optimitzacio.

e Finestra per a la presentacio dels resultats (Figura 4.1.d). Al final de I'optimitzacio

(o durant el procés si es selecciona I'opcio de sortida grafica) es mostren els perfils
de concentracio i espectrals resolts. A més, a la part inferior es mostra informacié
que permet avaluar la qualitat del procés d’optimitzacié. Aixi, s’informa sobre si
I'optimitzacié és convergent o divergent i es mostren parametres com la quantitat
de variancia explicada o la manca d’ajust que permeten avaluar la bondat del

proceés.

Per tal de dur a terme aquesta interficie grafica s’ha fet servir una eina per
desenvolupar interficies grafiques de I'entorn de treball MATLAB®, la funcié guide. A
partir d’'aqui es podran dissenyar les finestres de la interficie afegint els continguts de

'entorn MATLAB® que es considerin necessaris (eixos per tal de fer representacions
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de les matrius, texts fixes, texts variables, caselles de seleccio, botons de radio, menus
emergents, etc.). Una vegada es té l'estructura fisica de la interficie s’ha omplert de
contingut les accions referents als diferents elements. Aixi, cal tenir en compte, si al
obrir una finestra, algun element (per exemple, un menu desplegable) necessita fer
una lectura de dades o quines son les consequéncies de seleccionar una matriu o una

restriccio.

Per tal de facilitar la propagacié i utilitzacié d’aquesta interficie grafica s’ha publicat a

'adreca web http://www.ub.es/gesq/mcr/als2004.htm. En aquesta, a més de poder

descarregar els fitxers dels programes es poden trobar tutorials i exemples de conjunts
de dades. L’acceptacié de la interficie creada en aquesta Tesi Doctoral es pot
demostrar a partir de les més de 150 descarregues del programa registrades des de

novembre de 2004 fins a finals de I'any 2005.

Finalment, cal destacar que hi ha altres eines que permeten dur a terme la resolucio
de matrius de dades mitjangant interficies grafiques. Entre aquestes hi ha productes
comercials com la PLS Toolbox [22] per a MATLAB® o els programa The
Unscrambler® [23]. A més, hi ha també programes de lliure distribucié com les eines
GUIPRO [24] o CuBatch [25].

4.5.2. Validacio dels métodes de resolucié multivariant

En aquesta memoria s’han presentat tres ftreballs que realitzats amb ['objectiu
d’analitzar les fonts d’incertesa en les solucions obtingudes mitjancant els métodes de
resolucié multivariant. Es poden dividir aquests estudis en dos grups en funcié de si
tracten un metode de modelitzacio flexible com el MCR-ALS o un meétode de

modelitzacio rigida.

|. Validacid del métode de Resolucidé Multivariant de Corbes per Minims Quadrats
Alternats (MCR-ALS)

En un primer treball (apartat 4.2.) es va dur a terme aquesta avaluacié en el cas de
considerar un unic experiment mentre que en un segon treball (apartat 4.3.) es va dur

a terme considerant més d’un experiment simultaniament.
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Abans d’exposar individualment els dos efectes principals que poden afectar les
solucions obtingudes mitjangant el métode MCR-ALS, cal tenir en compte les causes
de cadascun d’aquests efectes. Aixi, mentre que les anomenades bandes de solucions
factibles (feasible bands) s6n degudes a les ambigtitats rotacionals, les bandes de
confianga (confidence bands) de les solucions obtingudes mitjangant els métodes de
remostratge (resampling) sén consequéncia tant de I'efecte de la propagacié de soroll,
com de I'ambiguitat rotacional que és inherent al procés de resolucié. Una vegada s’ha

aclarit aquest punt es pot passar a tractar individualment cadascun d’aquests efectes.

Efecte de les ambigliitats rotacionals

Les ambiguitats rotacionals sén inherents als métodes basats en I'analisi de factors
com és el cas del MCR-ALS (veure apartat 1.2.2.). Per aix0, és important determinar
les bandes de solucions factibles per a un determinat ajust de les dades i aplicant unes
restriccions determinades. Per aix0 s’han analitzat els efectes en els dos treballs
esmentats anteriorment en el cas d’analitzar una Unica matriu (4.2. i 4.3.) i en el cas
d’analitzar varies matrius simultaniament (4.3.) emprant el métode proposat per Tauler
[26].

En el cas d’analitzar una unica matriu, la preséncia de les ambiguitats rotacionals es
veu totalment afectada per les restriccions imposades durant el procés de resolucio.
Aixi, si durant la resolucioé no s’imposa cap restriccid, 'anomenada banda de solucions
factibles sera molt ampla provocant que un nombre gran de combinacions lineals dels
perfils de les solucions sigui possible. En canvi, en augmentar el nombre de
restriccions, es produeix una reduccié de 'amplada d’aquestes bandes de solucions
factibles. En alguns casos, sobretot si es pot aplicar la restriccid de selectivitat (o de
rang local) durant el procés de resolucid, aquesta banda de solucions factibles es pot
arribar a col-lapsar en una solucié Unica. Exemples de les diferéncies que es poden
observar en les bandes factibles de les solucions depenent de les restriccions
aplicades es troben a la Figura 1 del treball de I'apartat 4.2. i a la Figura 5 de I'apartat
4.3.

Un dels principals avantatges de treballar amb més d’'un experiment simultaniament és

laugment de la fiabilitat dels resultats obtinguts. Un exemple molt clar d’aquesta

millora s’obté comparant les Figures 5 i 6 del treball de I'apartat 4.3. Com s’ha dit
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abans, la Figura 5 correspon a la determinacioé de les bandes factibles de les solucions
obtingudes a l'analitzar cada experiment individualment mentre que a la Figura 6 es
mostren les bandes factibles obtingudes quan tant I'analisi com la determinaci6 de les
bandes factibles es va dur a terme per a tots els experiments simultaniament. A partir
d'aquestes figures es pot concloure que, degut entre altres coses, a la
sobredeterminacié del sistema per la gran quantitat d’informacié que proporciona
analitzar experiments diferents i, especialment, al compliment més facil de les
condicions de resolucio total, les ambiguitats rotacionals en les solucions obtingudes
tenen un efecte molt més petit, la qual cosa provoca un increment significatiu de la

qualitat dels resultats.

Efecte de la propagacio de soroll

L'efecte de la propagacié del soroll experimental en les solucions obtingudes
mitjangant el métode MCR-ALS s’ha estudiat en els dos treballs presentats per a una
unica matriu (4.2.) i per a diverses matrius (4.3.). Com a punt de partida s’ha de tenir
en compte que els resultats i les conclusions obtingudes en aquests treballs tenen una
gran dependéncia de I'estructura de les dades i de les restriccions que s’han aplicat en
cada cas. Aix0 implica que malgrat les conclusions generals poden ser valides en una
amplia varietat de sistemes experimentals i dades procedents de diverses técniques
espectroscopiques, I'extrapolacié de conclusions concretes com, per exemple, els

limits d’error, s’han de fer amb cura.

En el cas d’estudiar un unic experiment (veure en els dos treballs presentats), es va
obtenir que les solucions obtingudes fins a un nivell de soroll afegit d’aproximadament
un 2% es podien considerar optimes, ja que practicament no existien diferéncies amb
les obtingudes en abséncia de soroll. A un nivell de soroll afegit del 3% les solucions
obtingudes comencen a mostrar els efectes de la propagacié de soroll (diferéncies
més grans entre els perfils teodrics i resolts, estimacié de parametres amb errors més
grans), perd encara es poden considerar acceptables. A partir de nivells de soroll
afegit d’'un 5% les distorsions en els perfils resolts fan dificil la seva interpretacio i, per
tant, es pot considerar que en dades que presentin aquests nivells de soroll els
resultats ja no es poden considerar fiables. A més, en aquests nivells de soroll, és
evident que a l'efecte de la propagacié de soroll se li ha de sumar l'efecte de les

ambiguitats rotacionals.
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En el cas d’estudiar diverses matrius simultaniament (apartat 4.3.) es va observar una
millora substancial en els resultats obtinguts. D’aquesta forma, a nivells d’error afegit
baixos, els resultats sén bons com en el cas anterior pero, la principal diferéncia es
troba a nivells de soroll afegit intermedis. Aixi, mentre que en el cas d'un unic
experiment a un nivell del 5% els resultats ja no es podien considerar fiables, en
aquest cas el marge de confianga arriba fins a nivells d’aproximadament del 7%.
Aquest fet torna a demostrar les avantatges de I'estratégia de treballar amb matrius de
dades augmentades degut a I'increment d’'informacié i a la major sobredeterminacio

del sistema.

Una vegada s’han tractat separadament aquests dos aspectes de les possibles fonts
d’error en resolucié multivariant es pot concloure que Unicament un analisi tenint en
compte la informacié procedent dels dos factors permet avaluar correctament la

qualitat dels resultats obtinguts.

Finalment, es poden discutir altres resultats que s’ha obtingut en els treballs realitzats

en aquesta Tesi Doctoral.

Comparacioé de métodes de remostratge

L’estimacid dels errors associats als perfils de concentracié i espectrals obtinguts
mitjancant el métode MCR-ALS presenta una dificultat inherent al métode. Aixi, el
métode MCR-ALS es pot considerar que és un métode d’optimitzacié no lineal d’'un
nombre molt elevat de parametres i en el qual s’apliquen, a més, restriccions també no
lineals. Aquesta no-linealitat de I'optimitzacio dificulta I'aplicacié de férmules exactes
per a la determinacié de les incerteses o errors en els parametres calculats, els quals
sén possibles d’obtenir en el cas dels métodes lineals. Per aquest motiu, i donada la
importancia de I'avaluacié de I'estimacié dels errors i de la propagacié del soroll en els
meétodes quimiométrics, s’han proposat diferents métodes estadistics per poder fer

aquestes estimacions.
En el treball presentat al punt 4.2. es va dur a terme la comparacio de tres d’aquests

metodes: les simulacions de MonteCarlo, el métode de 'addicié de soroll i el métode

Jackknife (veure Introduccio, capitol 1, per a una descripcié detallada dels diferents
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meétodes). A la Taula 4.1. es presenta un resum dels principals resultats quantitatius i

qualitatius obtinguts pels diferents métodes.

Taula 4.1. Comparacio dels resultats obtinguts pels diferents métodes de remostratge.

Simulacions de 5 44ici de soroll Jackknife
MonteCarlo
Tipus de dades Simulades Experimentals Experimentals
Temps necessar | Petit Petit Gran
Recursos informatics
Tipus de soroll Conegut Conegut i Conegut i
desconegut desconegut
Remostratge No Si Si

Valors de manca d’ajust i
desviacio estandard 2,113 (0,030) 2,398 (0,036) 2,386 (0,043)
(nivell de soroll 1%)

Desviacio estandard dels
valors estimats del pK,, 0,007 0,006 0,009
(nivell de soroll 1%)

Desviacio estandard dels
valors estimats del pKg, 0,013 0,026 0,024
(nivell de soroll 1%)

La comparacio dels resultats obtinguts pels diferents métodes es va dur a terme amb
I'objectiu de seleccionar el métode més eficient per a treballs futurs. A partir dels
resultats quantitatius (Taula 4.1), s’ha determinat que el métode que presenta millors
resultats son les simulacions de MonteCarlo. Malgrat aixo, aquest métode presenta
'inconvenient de treballar amb dades simulades, la qual cosa pot no ser util en intentar
extrapolar els resultats obtinguts a dades experimentals. Els dos métodes de
remostratge van proporcionar resultats quantitativament molt similars. Tanmateix, la
comparacio va resultar molt favorable pel métode d’addicié de soroll ja que, a més de
proporcionar resultats del mateix ordre, presenta uns requeriments informatics (i en
consequéncia de temps) molt menors que el métode de Jackknife. Per tant, es va
decidir seleccionar el métode d’addicio de soroll com a métode de remostratge en

treballs futurs com, per exemple, el que es presenta al punt 4.3.

Influéncia de les restriccions en les solucions obtingudes
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Una de les principals virtuts del métode MCR-ALS és la varietat i flexibilitat que
presenta en la imposicié de restriccions. Per tal de coneixer millor I'efecte que tenen
les restriccions sobre el procés de resolucio i sobre els parametres de qualitat a partir
dels quals es determina la bondat de I'optimitzacio, al treball del punt 4.2. es va dur a
terme un estudi comparatiu sobre unes dades simulades, els resultats del qual es

mostren a la Taula |l del treball.

A partir dels resultats obtinguts, es pot concloure que I'aplicacié d’'un major nombre de
restriccions implica una millor resolucié del sistema i, en el cas estudiat, una estimacio
més precisa dels valors de pK,. Al mateix temps, s’observa un lleuger increment del
valor de manca d’ajust en augmentar el nombre de restriccions aplicades la qual cosa
ens indica que la solucié optima des d’'un punt de vista quimic (la que compleix les
restriccions aplicades) pot ser que no sigui la solucié optima matematicament. De la
mateixa manera, els resultats obtinguts ens mostren que els valors de manca d’ajust
son molt petits quan no s’imposen restriccions o les restriccions imposades es
compleixen a les dades experimentalment. Aquests resultats obtinguts en el cas ideal
de treballar amb dades simulades i amb una quantitat de soroll minima ens permeten

treure conclusions dels valors de manca d’ajust quan s’analitzen dades experimentals.

[l. Validacié dels métodes de modelitzacio rigida per a I'ajust de processos cinétics

Els principals avantatges dels métodes de modelitzacio rigida respecte als métodes de
modelitzacié flexible sén l'eliminacié de les ambiguitats rotacionals o d’intensitat
inherents als métodes d’analisi de factors, i el menor efecte del soroll en les solucions
obtingudes. No obstant aix0, i tal i com s’ha indicat a I'apartat de “Limitacions” (veure
punt 1.3.4), hi ha una série de situacions on aixd no és totalment cert i que no es
poden menysprear. Aixi, a part de I'aspecte clau que fa referéncia a la necessitat de
conéixer a priori el sistema quimic que s’esta estudiant per tal de proposar el
mecanisme adient, en el cas de I'analisi de dades procedents de reaccions cinétiques
hi ha una possible ambiguitat (de natura similar a 'ambiguitat rotacional) que provoca
I'aparicié de diferents solucions que presenten exactament el mateix ajust. D’aquesta
forma, si no es seleccionen unes estimacions inicials suficientment properes a les
solucions finals, el procés d’optimitzacio pot convergir cap a una solucié incorrecta. En
alguns casos, aquesta optimitzacioé dolenta pot ser detectada pels valors negatius que

apareixen als perfils espectrals [27-29], pero altres vegades no es pot detectar tant
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facilment. Aquest fet és el que provoca que l'analisi de dades cinétiques mitjangant
meétodes de modelitzacio rigida s’hagi de fer amb especial cura per tal de seleccionar

un model adequat i proposar unes estimacions inicials bones.

A la bibliografia es poden trobar diferents meétodes per eliminar aquest tipus
d’ambiguitat en el cas de treballar amb dades univariants [27, 28] per0, per a dades
multivariants Unicament, existeixen métodes que impliquen una aplicacié de
restriccions externament al procés d’optimitzacié [30-32]. En el treball presentat a
'apartat 4.4. s’estudia la deteccio i eventual eliminacié d’aquesta ambiguitat i com fer
la seleccié de les estimacions inicials dels parametres per iniciar I'optimitzacio. Per
aconseguir aquest objectiu es va implementar una restricci6 de no-negativitat a
l'interior del bucle d’optimitzacié utilitzat en el procediment d’optimitzacié per minims

quadrats no lineals implementat al programa GUIPRO [24].

Es demostra, que en mecanismes amb més d’una etapa, s’acostuma a tenir més d’'una
solucié que ajusta de manera optima les dades experimentals i que habitualment es
troba relacionada amb l'intercanvi de les constants cinétiques associades a cada pas
del mecanisme. La demostracié de l'equivaléncia de les solucions és facilment
demostrable en el cas de tenir el mecanisme A -> B -> C (veure el treball 4.4.) i de la
mateixa manera es pot realitzar la demostracido per a casos més complexos. Una
forma il-lustrativa de certificar I'existéncia d’aquesta ambiguitat és mitjangant el calcul
de la superficie de resposta associada als valors de la suma de quadrats dels
residuals quan es consideren de forma sistematica molts dels valors possibles per a
cadascun dels parametres (constants) que es volen optimitzar tal, i com es mostra a la
Figura 1 del treball 4.4. En casos més complexos, on el nombre de parametres a
ajustar és més gran, la representaciod grafica no és tan facil d’obtenir i d’interpretar,
com es mostra a la Figura 4.2. on es té el volum de resposta corresponent a

I'optimitzacié de tres constants de velocitat.

Es tracta, doncs, d’eliminar aquesta ambigiitat ja que pot impedir la determinacié
correcta de la solucié optima des d’'un punt de vista quimic. En els darrers anys han
aparegut diverses modificacions de métodes de modelitzacié flexible en les quals
s’'imposen restriccions de model quimic que forcen a les solucions obtingudes
mitjangant aquests métodes a seguir un determinat model proposat, ja sigui cinétic (llei

de la velocitat de reaccio) [33] o d’equilibri quimic (llei d’accié de masses) [34].
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Figura 4.2. Representacié de volum de resposta de la suma de quadrats dels residuals per a
I'ajust del model A -> B -> C -> D al conjunt de dades D, del treball presentat a I'apartat 4.4. (a)
Sense restriccid de no-negativitat on s’observen 6 minims de resposta diferents, (b) Amb
restriccié de no-negativitat on unicament s’observa un minim de resposta. La gradacio de color
indica la magnitud del valor associat de la suma de quadrats dels residuals segons l'ordre de

major a menor verd — groc — vermell.

Per tal d’eliminar aquesta ambiguitat en el cas de modelitzacié rigida es va seguir el
cami invers, ja que s’aplica una restricci6 com la de no-negativitat pels perfils
espectrals resolts durant el procés d’optimitzacid no lineal per minims quadrats.
D’aquesta forma s’eviten totes les solucions que inclouen perfils espectrals negatius i
s’aconsegueix guiar el procés d’optimitzacio cap a la solucié correcta fent desaparéixer
els minims locals equivalents a I'0ptim (veure Figura 4.2.b) perd amb solucions amb
valors negatius o poc raonables des d'un punt de vista quimic. Aixi, I'aplicacié
d’aquesta restriccié proporciona una major robustesa i fiabilitat a la resolucié, al mateix
temps que disminueix la dependéncia dels resultats amb les estimacions inicials. A
més, es fa una comprovacié molt simple per verificar si la solucié obtinguda és la
optima consistent en continuar I'optimitzacié dels parametres obtinguts sense aplicar la

restriccié de no-negativitat.
Finalment, cal tenir en compte, a més, que es poden eliminar algunes de les

ambiguitats existents a l'analisi de processos cinétics a partir de les alternatives

seguents:
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Analisi global de diferents experiments mitjancant métodes de modelitzacié rigida
[35, 36]. En aquest cas es tracta de dur a terme experiments canviant les
condicions experimentals. D’aquesta forma s’aconsegueix una sobredeterminacié
del sistema la qual serveix per eliminar una part important de les solucions
ambigues. Els fonaments d’aquest tipus d’analisi sén molt similars als que s’han
descrit pel métode de resolucio MCR-ALS en el cas de treballar amb varies matrius

(veure apartat 1.2.2.).

Analisi de les dades corresponents a un unic experiment mitjancant un métode de
modelitzacioé hibrida rigida-flexible com, per exemple, el métode MCR-ALS amb
restriccions de models cinétics [33] (veure apartat 1.2.2.). L’avantatge de la
utilitzacié d’aquests tipus de métodes és deguda a que s’elimina la necessitat de
realitzar unes estimacions inicials dels parametres que es volen estimar. Aixi,
s’utilitza la part de l'algoritme de modelitzacié flexible per estimar els perfils de
concentracio, de forma que és la informacio propia del sistema experimental la que

guia el procés d’optimitzacié de modelitzacié rigida.
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Bloc II. Capitol 5. Aplicacions bioanalitiques

En aquest apartat, es presenten les aplicacions dels métodes de resolucié multivariant
a l'estudi dels acids nucleics que s’han dut a terme en aquesta Tesi Doctoral. Els

treballs resultants s’han agrupat en tres blocs per tal de facilitar la seva organitzacio.

En el primer bloc es presenten quatre treballs relacionats amb I'estudi dels canvis
conformacionals dels acids nucleics al variar condicions experimentals del medi com

ara la temperatura, el pH o la forga ionica.

o En el primer treball es presenta un revisié bibliografica de les darreres aplicacions
de meétodes de resolucié multivariant al seguiment de processos bioquimics i

biofisics.

e En el segon treball es mostren els resultats obtinguts en I'estudi de les transicions
conformacionals d’un oligonucleotid ciclic. Aixi, es va investigar I'efecte de la
temperatura, la forga idnica o la concentracid6 d’oligonucledtid en aquestes
transicions. Aquests experiments es van seguir mitjangant I'absorcié molecular i el
dicroisme circular a l'ultraviolat. A partir dels resultats obtinguts mitjancant I'analisi
de les dades amb el métode MCR-ALS es van determinar els parametres
termodinamics associats a aquests equilibris. Aquest treball es va dur a terme en
col-laboracié amb el Grup de Sintesi i Disseny d’Acids Nucleics del Prof. Enrique

Pedroso del Departament de Quimica Organica de la Universitat de Barcelona.

o En el tercer treball es mostren els resultats obtinguts en I'estudi dels equilibris de
formacio d’estructures triples en funcié del pH i de la temperatura. A partir d’'un
oligonucleodtid base en forma de forqueta i de diferents cadenes complementaries
es va investigar la formacié d’estructures triples paral-leles i antiparal-leles. A partir
dels resultats obtinguts mitjancant el métode MCR-ALS es van determinar les
constants de formaci6é associades a aquests equilibris. Aquest estudi es va dur a
terme mitjangant l'espectroscopia d’absorcid molecular a l'ultraviolat i es van

confirmar els resultats obtinguts mitjan¢ant electroforesi en gel.
e Finalment, en el quart treball es mostren els resultats obtinguts en I'estudi de les

transicions conformacionals d’'un oligonucledtid que pot adoptar estructures

quadruples, i la competéncia entre aquestes estructures i la forma duplex en
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preséncia de la cadena complementaria. Aquest treball presenta un interés
addicional ja que s’ha fet servir la tecnologia de les alimares moleculars mitjangant
la qual es marquen els extrems de la cadena de l'oligonucleotid amb un fluordfor i
un amortidor de fluorescéncia (quencher) de forma que es poden seguir els
processos utilitzant la técnica de fluorescéncia molecular, a més de I'absorcio
molecular i el dicroisme circular. Aquests dos darrers treballs es van dur a terme en
col-laboracié amb el Grup de Quimica d’Acids Nucleics del Prof. Ramon Eritja del
Departament de Biologia Estructural de [IlInstitut de Biologia Molecular de
Barcelona (C.S.I.C).

En el segon bloc es presenten dos treballs relacionats amb I'aplicacioé dels métodes de

resolucié multivariant en I'analisi de dades de Ressonancia Magnética Nuclear.

o En el primer treball es va tractar el problema de I'ambiglitat dels senyals labils de
Ressonancia Magnética Nuclear quan s’estudien equilibris on I'intercanvi entre dos
0 més components és més rapid que el temps d’adquisicié de I'espectre. Aquest fet
provoca que unicament es pugui observar un senyal mitja dels senyals de les
espécies present en equilibri, de forma que per a senyals labils no es poden aplicar
meétodes basats en la descomposicio bilineal de les dades com, per exemple, el
méetode MCR-ALS. En aquest treball es proposa un meétode que permet la
transformacié d’aquests senyals RMN labils en senyals RMN inerts bilineals, i el

seu analisi posterior amb métodes de resolucié multivariant.

e En el segon treball es van analitzar dades de RMN bidimensional que havien estat
enregistrades préviament [1] pel Grup de Sintesi i Disseny d’Acids Nucleics de la
Prof. Anna Grandas del Departament de Quimica Organica de la Universitat de
Barcelona. En aquest treball es va estudiar la cinética de la reaccié entre el cisplati
i un oligopéptid. El principal objectiu del treball va ser I'analisi d’aquestes dades
multidimensionals ja que, al tractar-se d’'una reaccié lenta, no es van trobar

problemes d’ambiguitats de senyal labil com en el cas anterior.

Finalment, en el tercer bloc es presenta un treball en el qual s’analitzen dades de
micromatrius d’ADN. En aquest treball es comprova la capacitat que té el métode
MCR-ALS per analitzar aquest tipus de dades. Aixi, s’ha analitzat en primer lloc uns

conjunts de dades simulades i, posteriorment, dos conjunts de dades experimentals
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que es troben disponibles publicament i que es consideren dades model en el

desenvolupament de métodes per a I'analisi d’aquest tipus de dades.

Referéncies

(1) Marchan, V.; Moreno, V.; Pedroso, E.; Grandas, A. (2001) Towards a better
understanding of the cisplatin mode of action. Chemistry-a European Journal, 7,
808-815.
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5.8. Discussio dels resultats

En aquest capitol es presenta una discussio global dels treballs com a complement de
la que es pot trobar en els articles. La discussio s’ha dividit en dos subapartats seguint
'esquema inicial del capitol. En el primer apartat es realitza la discussio en termes
quimiometrics dels avantatges de l'aplicaci6 de métodes de resolucié multivariant a
aquests tipus de dades. En el segon apartat es duu a terme la discussié des d’'un punt

de vista biofisic.

5.8.1. Discussiod dels resultats des d’un punt de vista guimiomeétric

En primer lloc es va realitzar un estudi sobre l'aplicaci6 de métodes de resolucié
multivariant a l'analisi de dades espectroscopiques obtingudes en el seguiment de
processos bioquimics i biofisics. Amb aquesta finalitat es va fer una recerca
bibliografica per conéixer els sistemes bioldgics més estudiats, i les técniques
instrumentals i quimiométriques més utilitzades. La informacié recollida i ordenada

sistematicament va ser publicada en forma d’article de revisio (apartat 5.1.).

Aixi, es va constatar que els sistemes bioquimics més estudiats son les proteines
entre les quals 'hemoglobina, la mioglobina i el citocrom ¢ sén les més ampliament
citades. En canvi, es van trobar menys estudis sobre l'estudi de les transicions
conformacionals dels acids nucleics. A més, es comprova que els processos cinétics
han estat els més estudiats amb els métodes de resolucié multivariant. Per acabar, cal
destacar la gran varietat de técniques instrumentals emprades en els estudis dels

sistemes bioquimics.

Com a conclusio d’aquest treball cal destacar que el nombre de publicacions sobre la
utilitzacié dels métodes de resolucid multivariant esta creixent de forma molt rapida.
Tradicionalment, en aquest camp s’han fet servir majoritariament els meétodes
quimiomeétrics de modelitzacié rigida ja que els seus resultats es consideraven més
fiables. Malgrat aixo la complexitat creixent de les dades a analitzar i, per tant, dels
models a ajustar esta donant lloc a un rapid increment en I'is de métodes
quimiomeétrics de modelitzacio flexible. Aixo és degut a que I'analisi simultania de més
d’'un experiment i I'aplicacio de restriccions durant I'optimitzacié per minims quadrats

alternats proporciona solucions del mateix grau de fiabilitat que els meétodes de
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modelitzacio rigida perd sense la necessitat d’aquests ultims de postular un model
quimic determinat. Aixi, per exemple, en els treballs que recull aquesta memoria s’han
fet servir ambdues aproximacions pel tractament de diferents tipus de problemes amb
resultats comparables. Els requeriments dels métodes basats en models flexibles sén
menors i més facils d'assolir en l'estudi dels sistemes quimics i bioquimics en

condicions generals.

A continuacio, es discutira I'aplicacié d’aquests diferents tipus de modelitzacions

depenent del tipus de dades que s’estigui analitzant.

|. Resolucié de processos

Meétodes de modelitzacio rigida

Els métodes de modelitzaci6 rigida només s’han aplicat en els casos on es tenia un
coneixement previ del sistema i, a més, el model a ajustar no presentava una gran
complexitat. Per exemple, s’ha utilitzat el métode de modelitzacioé rigida EQUISPEC [1]
per a l'analisi de dades obtingudes al llarg de valoracions acid-base en dos casos ben
diferenciats. En el primer cas (treball de 'apartat 5.5.), es van estudiar els equilibris
acid-base de dues moléecules petites com son els desoxinucledtids dCMP i dGMP
mitjancant Ressonancia Magnética Nuclear. Els dos sistemes havien estat descrits
préviament a la literatura [2, 3] i es tenia un coneixement del model a ajustar,
consistent en tres protonacions en l'interval de pH estudiat. En el segon cas (apartat
5.3.), es van analitzar els equilibris de protonacié de I'cligonucledtid h26 que presenta
una estructura de forqueta i tres oligonucleotids (s11AG, s11CT i s11GT) de cadena
senzilla. L’analisi de les dades de la valoracié d’aquests oligonucleotids individualment
es va estudiar també mitjangant el metode EQUISPEC [1]. En tots tres oligonucleotids
només es va observar una protonacid. A més, al tractar-se d’oligonucledtids d’un
nombre petit de bases, I'abséncia d’efectes polifuncionals i polielectrolitics permet

postular models senzills basats en el compliment de la llei d’accié de masses [4].

En canvi, en el cas d’analitzar experiments de valoracié acid-base més complexos o
en el cas de tractar dades procedents de desnaturalitzacions térmiques, es va optar
per utilitzar métodes de modelitzacié flexible i, en concret, el métode de Resolucio
Multivariant de Corbes per Minims Quadrats Alternats (MCR-ALS).
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Meétodes de modelitzacio flexible

El métode MCR-ALS s’ha fet servir en la majoria dels estudis presentats en aquesta
memoria, tant per a I'estudi de transicions conformacionals (apartats 5.2., 5.3., 5.4.,

5.5.15.6.) com per a I'analisi de dades de micromatrius d’ADN (apartat 5.7.).

En els casos on es segueixen transicions conformacionals, I'aplicacié del métode
MCR-ALS ha permés donar una possible interpretacié biofisica d’aquestes transicions.
Tradicionalment, I'estudi d’aquestes transicions es duia a terme mitjancant métodes
d’analisi univariant els quals presenten forca inconvenients si es volen analitzar
sistemes complexos [5]. Un exemple d’aixo és el treball on s’han estudiat els equilibris
entre les estructures dumbbell i bi-loop de l'oligonucleotid ciclic d<pTGCTCGCT>
(veure treball de I'apartat 5.2.). En la majoria dels casos s’ha fet servir el coneixement
que es tenia del sistema en la forma de restriccions durant I'optimitzacié ALS. El factor
meés important, perd, ha estat I'is de I'estratégia d’analisi del sistema sota condicions
diverses, ja sigui mitjangant I'analisi simultani de mesures obtingudes amb més d’una
técnica espectroscopica, o mitjancant I'analisi simultani d’experiments obtinguts en
condicions diferents. A continuacié es comentaran els factors que donen una major

fiabilitat als resultats obtinguts pel métode MCR-ALS:

A) Flexibilitat en la imposicié de restriccions

A l'apartat 1.2.2. s’han mostrat les restriccions que es poden imposar durant el procés
d’optimitzaci6 ALS per dotar a les solucions un significat quimic més facilment
interpretable que la solucid6 matematica obtinguda, per exemple, per PCA. A

continuacio es discuteix I'aplicacio d’aquestes restriccions:

¢ No-negativitat. Aquesta és una de les restriccions que més s’ha fet servir ja que en
la majoria dels casos es complia en les dades experimentals. Aixi, pels perfils de
concentracié aquesta restriccié s’ha imposat en tots els casos ja que no té sentit
quimic permetre concentracions amb valors negatius. En canvi, en el cas de perfils
espectrals, aquesta restricciéo s’ha aplicat només on es complia, per exemple en
I'absorcid molecular a l'ultraviolat o a la fluorescéncia. En canvi, en el cas de
'analisi de dades de dicroisme circular no s’ha imposat aquesta restriccid, ja que

aquest senyal tant pot ser positiu com negatiu.
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Unimodalitat. Aquesta restriccid només s’ha fet servir en alguns casos pels perfils
de concentracid, als quals obliga a presentar una Unica banda o maxim. La
imposicié d’aquesta restriccié als perfils espectrals no és adequada en els casos
aqui estudiats ja que els senyals espectroscopics presentaven més d’'una banda o
maxim local. La imposicié d’aquesta restriccié als perfils de concentracid requereix
d’'una certa habilitat. El métode MCR-ALS permet controlar la flexibilitat amb la qual
s’'imposa aquesta restriccio. En el cas d’aplicar aquesta restricci6 amb poca
flexibilitat el procés d’optimitzacié pot divergir, mentre que si s’aplica amb més
flexibilitat (es permet una certa tolerancia respecte en I'aparicid de petits maxims

locals) el procés d’optimitzacio no es veu afectat negativament.

Sistema tancat. Aquesta restriccié també s’ha fet servir ja que es compleix en molts
sistemes quimics. Aquesta restriccié obliga a que la suma de les concentracions de
les espécies escollides sigui, com a maxim, igual a un determinat valor que pot ser
la concentracié total analitica (en el cas que sigui coneguda) o al 100% de la
concentracié relativa. Malgrat aixo, s’ha d’anar amb compte amb els sistemes que
no compleixin estrictament aquesta restriccio. Per exemple, en els experiment de
valoraci6 acid-base els volums afegits han de ser menyspreables respecte al volum
inicial de solucio, per tal que es compleixi aquesta restriccié. Si aquest no és el
cas, aleshores el métode MCR-ALS permet la imposicié d’una restriccié de sistema
tancat variable si es coneixen els canvis en la concentracio total analitica durant el
procés. Finalment, si no es pot aplicar cap daquestes dues opcions és
recomanable imposar durant l'optimitzacié una normalitzacié d’algada o d’area
(generalment als perfils espectrals) per tal de controlar els efectes de I'ambiguitat

d’intensitat.

Selectivitat. La restriccio de selectivitat, tant en els perfils de concentracié com en
els perfils espectrals, es pot considerar com la restricci6 més important per tal
d’eliminar els efectes de I'ambiguitat rotacional. Aquesta restricci6 només es pot
imposar quan es té un coneixement previ del sistema i es sap amb certesa si una
especie és present o no en unes determinades condicions experimentals, o si una
determinada espécie presenta o no senyal espectroscopic a una determinada
longitud d’ona. Aixi, en experiments on es coneix que una espeécie no es troba

present en l'inici del procés, no es permet que el seu perfil de concentracié sigui
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diferent de zero en aquesta regié. En el cas de que el sistema presenti selectivitat
espectral aquesta informacié també pot ser utilitzada. Per exemple, si es coneix
que una de les espécies no presenten senyal d’absorcié a una determinada
longitud d’ona, es pot aplicar aquesta restriccio per eliminar les interferéncies

espectrals d’aquesta espécie a aquesta longitud d’ona.

La restriccio de ftrilinearitat no s’ha fet servir ja que no s’ha treballat amb dades

experimentals que tinguessin aquest tipus d’estructura.

B) Estrategia d’augmentacio de matrius

A l'apartat 1.2.2. s’ha presentat I'estratégia de dur a terme I'optimitzacié per minims
quadrats alternats fent servir dades espectroscopiques obtingudes mitjancant diverses
técniques diferents, sistemes estudiats en diferents condicions experimentals o la

combinacio d’aquestes estratégies.

Estratégia d’analisi simultania de conjunts de dades obtingudes mitjangant diferents

técniques espectroscopiques

L'estrategia d’analitzar conjuntament les dades obtingudes mitjangant multiples
técniques espectroscopiques diferents ha estat especialment util en els casos que la
informacié proporcionada per a cadascuna de les técniques era complementaria. Un
exemple d’aixd es descriu al treball 5.2. per a I'experiment de desnaturalitzacié térmica
de l'oligonucleotid d<pTGCTCGCT> en medi aquds i forga idnica practicament zero,
on la suma de la informacidé proporcionada per les espectroscopies d’absorcio
molecular a l'ultraviolat i de dicroisme circular va permetre la millor resolucié del
sistema. Aquesta estratégia ajuda a disminuir I'efecte de I'ambiglitat rotacional en
augmentar la determinacié del sistema i, a més, també és Uutil per eliminar problemes
com la deficiencia de rang. Aquest darrer problema es pot resoldre si s’ajunten una
matriu deficient de rang i una matriu que presenta rang complet. Per exemple, es pot
analitzar una matriu de dades obtingudes mitjangant fluorescéncia molecular (amb n-1
components) i una matriu de dades de dicroisme circular (amb n components).
D’aquesta forma, el rang de la matriu ampliada sera n. Aquest és el cas, per exemple,

de les dades de fluorescéncia molecular i de dicroisme circular en el treball 5.4., on
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s’analitzen les diferents conformacions adoptades per l'oligonucledtid d(TAG GGT
TAG GGT).

Estrategia d’analisi simultania de conjunts de dades obtingudes en experiments

diferents amb espécies comunes

Una altra opcié per augmentar la fiabilitat dels resultats obtinguts pel métode MCR-
ALS i, en alguns casos, la millor opcié per obtenir resultats amb significat quimic és
utilitzar l'estratégia d’analitzar simultaniament dades obtingudes en diferents

condicions experimentals per a un mateix sistema.

Seguint amb I'exemple del treball 5.2., en el cas de tractar la desnaturalitzacio térmica
de l'oligonucledtid d<pTGCTCGCT> en medi sali no s’obtenien unes solucions que
expliquessin totalment els fets experimentals. Aixi, Unicament s’observaven dues
especies de les tres que es podrien esperar tenint en compte els fets experimentals.
Aixo feia indicar que en la resolucié d’aquest experiment es presentava el problema de
la deficiencia de rang. Com a conseqiiéncia d’aixd es van realitzar experiments
alternatius per tal d’aconseguir eliminar aquesta deficiencia de rang. Aixi, es van
analitzar simultaniament els experiments de desnaturalitzacié térmica en medi d’aigua
pura, en medi sali i una valoracié on es canviava la forga ionica del medi. De la
mateixa forma, aquesta estratégia d’augmentacié de matrius va estar utilitzada amb
exit en els treballs on s’estudiaven els equilibris acid-base d’estructures triples (apartat
5.3.).

L’estratégia d’augmentacié de matrius analitzant simultaniament diferents experiments
permet, a més, resoldre aquelles contribucions espectroscopiques d’espécies que es
poden considerar interferents. Un clar exemple d’aquest fet és I'eliminacié de la
contribucié del blanc (treball 5.2.) En aquest cas, I'amortidor de pH utilitzat, PIPES,
presentava un senyal d’absorcié molecular a I'ultraviolat no menyspreable respecte al
senyal espectroscopic de I'oligonucleotid i, a més, el senyal variava amb la
temperatura. Per tal de resoldre aquest problema es va dur a terme un experiment
mesurant Unicament el senyal del blanc de I'amortidor PIPES a cada temperatura.
Finalment, es va dur a terme la resolucié global del sistema incloent els experiments
amb preséncia de I'oligonucleodtid i sense, per tal de modelitzar les contribucions de

I'oligonucleotid i de 'amortidor.
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Per concloure, aquesta estratégia permet I'eliminacié de problemes de deficiéncia de
rang en el cas de tenir un disseny d’experiments apropiat i, tal com s’ha demostrat a
'apartat de validacié del métode MCR-ALS, pot servir per eliminar gairebé totalment

I'efecte de les ambiguitats rotacionals.

Estratégia d’analisi simultania de conjunts de dades obtingudes en diferents

experiments i mitjangant técniques espectroscopiques diferents

A més, es poden analitzar simultaniament dades corresponents a més d’un experiment
obtingudes mitjancant més d’una técnica instrumental. D’aquesta manera, es pot
augmentar la matriu de dades tant en la direccié de les files (diferents técniques
instrumentals) com de les columnes (diferents experiments estudiats). Aquesta

estratégia combina els avantatges de les dues estratégies descrites préviament.

Aquesta sera la millor opcio possible en els casos on es pot disposar de més d’una
técnica instrumental i es pot estudiar el sistema en diferents condicions experimentals
(concentracions inicials, temperatura, pH, ...). Aquesta ha estat la opci6 escollida per a
la resolucié dels sistemes estudiats en els treballs 5.2. i 5.4. Per exemple, en aquest
darrer treball es va mostrar que I'estratégia d’augmentar la matriu tant en la direccio de
les files (técniques instrumentals) com de les columnes (condicions experimentals)

permetia la completa resolucié del sistema.

La fiabilitat dels resultats obtinguts seguint aquesta estratégia d’augmentacié de
matrius de dades en les dues direccions també sera més gran que amb les estrategies
anteriorment comentades on només s’augmentaven les matrius en una direccio (files o
columnes). Aix0 és degut a que es facilita molt més I'eliminacioé tant dels problemes de

deficiencia de rang com d’ambiguitats que podrien afectar la qualitat de la resolucié.

[l. Analisi de dades RMN labils i multidimensionals

En el treball 5.5. s’ha proposat un algoritme de transformacié matematica dels senyals
de RMN labils en senyals inerts. Com s’ha explicat a la descripcié de la técnica, la
RMN presenta coalescencia del senyal si la velocitat de I'equilibri estudiat és major

que la frequéncia de la radiacié que es fa servir a I'experiment per excitar els nuclis.
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L’algoritme de transformacié proposat es basa en la descomposicidé de cada senyal de
RMN en dues senyals, corresponents a les seves contribucions acida i basica pura.
Mitjancant aquest algoritme s’aconsegueix la linealitzacié de les dades originals (no
lineals) fins obtenir unes dades lineals que es poden descompondre seguint un model
bilineal com el de la llei de Lambert-Beer generalitzada. Els resultats obtinguts
indiquen que aquest métode pot ser utilitzat amb uns bons resultats en el cas
d’analitzar acids poliprotics que tinguin una separacid entre els valors de pK,
consecutius suficientment gran per tal que totes les espécies arribin a ser majoritaries
en algun pH de la valoracié. Com a punt negatiu s’ha de tenir en compte que si no es
compleix aquesta condicié, dur a terme les estimacions de les espécies pures per tal
de descompondre les senyals intermédies és més problematica i pot presentar un

major grau d’ambiguitat a les solucions obtingudes.

Per una altra banda, en el treball presentat a 'apartat 5.6. es mostra I'aplicacié del
métode MCR-ALS per a l'analisi de dades obtingudes mitjangant espectroscopia
'H,"°N-HSQC RMN 2D. Aixi, s’ha analitzat la cinética de la interaccié entre un
oligopéptid i el compost anticancerigen cisplati. En aquest treball s’han obtingut una

série de resultats que, des de el punt de vista quimiomeétric, han de ser comentats.

En els ultims anys han aparegut multitud de dades multidimensionals en les quals a
cada punt discret  (temps, pH, ...) s’obté una matriu de dades completa de dimensions
i x j. Aixi, al considerar tot el procés es tindra I'estructura d’'un cub de dades de
dimensions i x j x t. L’analisi MCR-ALS d’aquest tipus de dades tridimensionals fa
necessari desdoblar aquest cub de dades i transformar-lo en una matriu augmentada.
Aix0 s’aconsegueix mitjangant el desdoblament de cadascuna de les t matrius
espectrals obtingudes en un unic vector (veure Esquema 2 en el treball). Aquesta

nova matriu augmentada es pot analitzar amb el métode classic MCR-ALS.

En segon lloc, cal diferenciar entre els dos tipus d’analisi que es poden dur a terme al
tractar dades RMN 2D. D’una banda es pot analitzar cada espectre de 'H,"°N-RMN
individualment. D’aquesta forma es pot descompondre un espectre de RMN 2D en els
seus espectres de correlacié 1D de 'H i de "°N de forma que es poden assignar amb
una major facilitat els senyals de RMN. D’altra banda, es pot analitzar la matriu

augmentada en forma obtinguda pel desdoblament del cub de dades original. L’analisi
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d’'aquesta nova matriu augmentada permet conéixer I'evolucié cinética del procés,

durant la reaccio d’interaccié entre el cisplati i I'oligopéptid.

I1l. Analisi de dades de micromatrius d’ADN

En el treball presentat a I'apartat 5.7. es mostra 'aplicacié del métode MCR-ALS a
dades de micromatrius d’ADN. En aquest treball s’han obtingut una série de resultats

que, des de el punt de vista quimiométric, han de ser comentats.

En primer lloc, s’ha de comentar com sén les dades de micromatrius d’ADN ja que
presenten unes caracteristiques totalment diferents a les altres dades d’origen
espectroscopic que s’han ftractat en aquesta Tesi. Aixi, en els experiments de
micromatrius d’ADN no es segueix un procés siné que es mesura I'expressio de
determinats gens en diferents mostres. A més, com s’ha descrit a I'apartat 2.4. de la
Introduccid, aquests experiments presenten multiples fonts de variabilitat que sén
dificilment controlables (per exemple, cada experiment esta format a la seva vegada
per multiples experiments independents). Per tot aix0, la quantitat de variancia que es
pot explicar per a cada component extret €s, en general, molt petita. Aixi, per exemple,
es poden necessitar fins a deu components per arribar a explicar una variancia total al
voltant del 50%. Aquest fet implica que la selecci6 adequada del nombre de
components sigui dificil i que existeixi el perill de sobreajustar el model durant

I'optimitzacié.

En segon lloc, cal destacar la utilitzacié dels anomenats centroides obtinguts pel
meétode de classificacidé no jerarquica k-means com a estimacions inicials pel procés
d’optimitzacié per minims quadrats alternats. Aquest métode ha permés tenir una
estimacio inicial dels perfils génics per a un determinat nombre de grups i, aconseguir
una separacio de les mostres més significatives. L’aplicacié dels métodes utilitzats
habitualment per a les estimacions inicials en el cas de la resolucié de processos, com
el métode EFA o el de detecci6 de variables pures, no proporcionaven, en aquest cas,
bons resultats degut a la natura no evolutiva de les dades i a problemes en la deteccio
de les variables més diferents en preséncia d’una contribucid molt gran del soroll

experimental.
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Finalment, en el procés de resolucié d’aquestes dades de micromatrius s’han aplicat
dues restriccions. D’'una banda la restriccio de no-negativitat pel perfil de mostres ja
que, per exemple, una mostra podra estar associada, o no, a un determinat tipus de
malaltia perd no té sentit que presenti una contribucié negativa. D’altra banda, s’ha
implementat una nova restriccié als perfils génics resolts consistent en obligar que
cadascun d’aquests perfils compleixi la restriccio d’autoescalat, és a dir, que tingui una
mitjana dels seus valors igual a zero i una desviacié estandard igual a la unitat.
Aquestes restriccions ens permeten obtenir unes solucions amb més sentit biologic i

disminuir I'efecte de les ambiguiitat rotacionals i d’intensitat.

5.8.2. Discussiod dels resultats des d’un punt de vista biofisic

Des d’un punt de vista biofisic el treball dut a terme en aquesta Tesi Doctoral es pot
organitzar en dos apartats. En un primer apartat es mostra el treball relacionat amb
I'analisi de processos evolutius en els quals es produeix un canvi conformacional dels
acids nucleics o bé la interaccié d’aquests amb metalls presents en el medi. En un
segon apartat es mostra el treball relacionat amb l'analisi de dades de micromatrius
d’ADN a partir de les quals es pretén obtenir informacié biomédica. A continuacié es

presentara una discussioé detallada dels resultats obtinguts en aquests dos apartats.

|. Analisi de processos evolutius

Primer, s’analitzen els resultats obtinguts en l'estudi de processos evolutius. Dins
d’'aquest grup es descriuran els resultats en funcié de la variable experimental:

temperatura, pH, forga idnica o temps.

Temperatura

La temperatura és la variable experimental més emprada per induir transicions
conformacionals en els oligonucledtids estudiats en aquesta Tesi. Aixi, tal i com s’ha
explicat a l'apartat 2.2., la variacié de la temperatura afavoreix la desorganitzacié d’un
acid nucleic; és a dir, a temperatures baixes es troben estructures basicament
ordenades mentre que a temperatures altes es troben estructures fonamentalment

desordenades.
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En primer lloc es discuteixen els resultats dels experiments de desnaturalitzacio
térmica obtinguts a l'apartat 5.2. La motivacié inicial d’aquest treball va ser intentar
explicar la corba de fusi6 andmala que presentava I'oligonucledtid d<pTGCTCGCT>
en medi sali (10 mM de Mg®") on s’observa un descens inicial de I'absorbancia i un
posterior augment d’ella a partir de 60 °C. L’analisi simultania de les dades d’aquest
experiment de desnaturalitzacié juntament amb d’altres dades corresponents a
experiments de desnaturalitzaciéo en condicions diferents i amb dades d’experiments
de canvi de la forga ionica del medi va permetre explicar plausiblement aquest corba.
Aixi, en medi sali i a temperatures baixes, es va trobar Unicament I'estructura dimérica
bi-loop que, en incrementar la temperatura, desapareix donant lloc tant a la estructura

monomerica dumbbell com a la conformacidé desordenada.

L’analisi comparatiu dels valors obtinguts de la temperatura de desnaturalitzacié (T,,) a
diferents concentracions de I'oligonucledtid va permetre obtenir informacié sobre la
molecularitat del sistema. Aixi, es va observar que la T, en variar la concentracio de
I'oligonucleodtid (de 5 um a 70 um) en medi d’aigua pura es mantenia practicament
constant (les T,, obtingudes es troben a l'interval 47,6 — 48,4 °C), la qual cosa indicava
clarament que I'equilibri estudiat era unimolecular. En canvi, al variar la concentracio
de l'oligonucledtid en el mateix interval de concentracions perd en medi sali es va
observar un augment continu de la T, entre 51,2 °C a una concentracio
d’oligonucleotid de 5 uM i 64,7 °C a una concentracié d’oligonucleotid de 70 uM.
Aquest fet és caracteristic d’'un equilibri diméric amb una forta dependéncia amb la
concentracié [6]. A partir dels perfils de concentracidé resolts es van obtenir els

parametres termodinamics relacionats amb aquests equilibris.

En el segon treball (apartat 5.3.), en el qual s’estudien els equilibris de formacio
d’estructures triples, es van dur a terme experiments de desnaturalitzacié térmica per
tal de comprovar l'estabilitat de les estructures formades. D’aquest treball hi ha
diferents aspectes que han de ser destacats. En primer lloc, es pot observar
I'existeéncia d’'una transicié comuna a tots els experiments, que és la desnaturalitzacio
de I'oligonucledtid amb estructura de forqueta (h26) que serveix com a base per a la
formacié de les estructures triples. Aquest oligonucleotid presenta una T, forca
elevada (71 °C) degut a la preséncia d’onze parells de bases tipus Watson-Crick (sis

d’ells G-C), i a que I'estructura de forqueta proporciona una estabilitat addicional ja que
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€s una unica cadena la que es doblega sobre si mateixa. En segon lloc cal destacar
I'estabilitat relativa de les diferents estructures triples formades observades en la
primera desnaturalitzacid. Aixi, I'estructura triple paral-lela formada pels oligonucleotids
h26 i s11CT presenta una T, de 44 °C. Aquesta estructura es troba estabilitzada per la
formacio de triades de bases tipus Hoogsteen C*+(G-C) i T+ (A'T). La necessitat de
que les citosines de la cadena s11CT estiguin protonades té com a conseqiiéncia que
aquesta estructura triple només es formi a valors de pH lleugerament acids (per
exemple, només es va poder determinar el valor de la temperatura de
desnaturalitzacié entre pH = 3,8 i pH = 6,0). En canvi, les estructures triples
antiparal-leles formades per la interaccio de I'oligonucleotid h26 i les cadenes s11AG i
s11GT formen l'estructura triple en tot el rang de pH estudiat entre pH = 3,9 i 8,2, ja
que formen aquesta estructura per formacié de triades de bases tipus Hoogsteen
invertit G#(G-C), Ax(A-T) i T=(A'T). Es interessant destacar la diferéncia entre els
valors de les T,, de les estructures triples formades. Aixi, mentre I'estructura triple
formada pels oligonucleotids h26 i s11AG té un valor de T, de 44 °C (molt semblant a
l'obtingut en el cas de [lestructura triple paral-lela), I'estructura formada pels
oligonucleodtids h26 i s11GT té una T, sensiblement més baixa (T,=28 °C). Aquesta
diferéncia en les T, es pot explicar donat que la triada G*(G-C) és més semblant a les

triada A=(A-T) que a la triada T=(A-T).

Finalment, s’han analitzat les dades corresponents als experiments de
desnaturalitzacié térmica en els quals s’estudiaven les transicions conformacionals
d’estructures quadruples, i de la competicio d’aquestes estructures quadruples i de les
estructures dobles que es poden formar si es troba la cadena complementaria en
solucio (apartat 5.4.). En primer lloc cal considerar unicament I'oligonucledtid SG (F —
d(TAG GGT TAG GGT) — Q) que pot formar dues estructures quadruples
intermoleculars diferents: paral-lela i antiparal-lela. La resolucié mitjangant el métode
MCR-ALS de les dades de I'experiment de desnaturalitzacié térmica a pH neutre i en
medi del catié potassi ha permés determinar que I'estructura quadruple paral-lela és
majoritaria enfront de l'estructura antiparal-lela. A més, la comparacié de les T,
obtingudes indica que l'estructura paral-lela és més estable ja que presenta una T,
aproximadament 20°C més gran que la T, de I'estructura antiparal-lela (Tm paraiiela = 65
°C i Tmantiparariela = 46 °C). A partir dels perfils de concentracié obtinguts es van
determinar alguns parametres termodinamics, com ara la constant d’equilibri de les

estructures paral-lela i antiparal-lela i AG°, AH® i AS°® associats.
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En segon lloc, cal comentar els experiments de desnaturalitzacié on es troben els
oligonucledtids SG i la seva cadena complementaria SC. En el cas que els dos
oligonucledtids es trobin en igual concentracié es pot observar que I'espécie duplex és
majoritaria. Les estructures quadruples de l'oligonucledtid SG sén minoritaries al llarg
de tot I'experiment. En cas que l'oligonucledtid SG es trobi en excés, s’observa la
competicio entre les dues estructures de forma que es té en solucio I'estructura duplex
SG-SC i les estructures quadruples paral-leles i antiparal-leles en una proporcié similar

a la descrita al primer experiment.

pH

Com s’ha citat a I'apartat 2.2., el pH és una variable experimental de gran interés per

I'efecte que pot tenir sobre les conformacions adoptades pels acids nucleics.

En el primer treball (apartat 5.5.), es van estudiar els equilibris acid-base dels
desoxinucleotids dCMP i dGMP mitjangant RMN 1D. En el cas del desoxinucleotid
dCMP es van observar tres valors de pK, corresponents a les desprotonacions d’un
protd del grup fosfat (pKa1 = 0,8), d’un protéd del nitrogen 3 de la base nitrogenada (pKa.
= 4,2) i del segon proté del grup fosfat (pKas = 6,7) [3]. En el cas del desoxinucledtid
dGMP el valor de pKay; (3,0) correspon a la desprotonacié del nitrogen N7 de la
guanina, el valor de pK,; (6,0) a la desprotonacio del segon protd del grup fosfat i el

valor de pKa3(9,9) correspon al nitrogen N1 de la guanina [2].

En el segon treball (apartat 5.3.) es van dur a terme valoracions acid-base dels
oligonucledtids independentment i, posteriorment, amb dos oligonucledtids en solucio
(Foligonucleotid h26 i un oligonucledtid de cadena senzilla). Aquests dos tipus
d’experiments diferents permeten obtenir informacié relativa als equilibris acid-base
dels oligonucleodtids i a la dependéncia amb el pH de la formacié d’estructures triples.
Aixi, en primer lloc, es van determinat els valors de pK, dels oligonucleotids analitzats
a partir de les dades obtingudes de les valoracions dels quatre oligonucleotids
independentment. Dels resultats obtinguts cal destacar la similitud entre els resultats
entre el desoxinucleotid dCMP (descrit al treball anterior) i 'oligonucleotid s11CT (pKas
= 4,3). Aquesta semblanca és forca logica si es té en compte que, al dur a terme la

valoracié de I'oligonucleotid, s’esta valorant cadascuna de les bases que el formen i
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que, en aquest cas, en aquest rang de pH, només es protonen les citosines en el seu
nitrogen N3. A més s’ha de destacar també que, al ser un oligonucleotid de només 11
bases nitrogenades, els efectes secundaris (efectes polifuncionals i polielectrolitics)
s6n menyspreables. En el cas de I'oligonucledtid s11GT, el valor de pK, obtingut és
d’aproximadament 3,7 la qual cosa indica que s’esta observant Ia
protonacio/desprotonacié del nitrogen N7 de la guanina. En el cas de l'oligonucleotid
s11AG es produeix simultaniament la protonacié/desprotonacié de les adenines i de
les guanines per la qual cosa el valor de pK, determinat de 3,7 correspon a un valor
mitjana dels equilibris corresponents a les dues bases nitrogenades. Finalment, en el
cas de I'oligonucleodtid h26 també es va determinar un Unic valor de pK, que correspon
a la protonacio/desprotonacié global de les citosines, les guanines i les adenines al
voltant de 3,9.

En segon lloc, una vegada es van tenir caracteritzats aquests sistemes individualment
es va estudiar la influéncia del pH en la formacié d’estructures triples. Aixi, en el cas de
la interacci6 entre els oligonucleotids h26 i s11CT, es va observar una clara
dependéncia de la formacio de 'estructura triple amb el pH, ja que les triades de bases
tipus Hoogsteen C*#(G-C) necessiten que la citosina de la cadena senzilla es trobi
protonada per poder formar I'estructura triple paral-lela. A causa d’aquest fet, les
estructures triples paral-leles només apareixen en un petit interval de pH entre 3,5 i
6,0. En canvi, en el cas de la interaccié entre els oligonucleotids h26 i s11AG o0 s11GT
no s’observa aquesta dependéncia per la qual cosa es poden formar les estructures
triples antiparal-leles a pH neutres. Aquesta possibilitat de formar estructures triples a
pH neutre (com per exemple, el pH fisioldgic) t€ una gran importancia degut a les
possibles implicacions que pot tenir el disseny d’oligonucledtids en les terapies

antigéniques per tal que interaccionen amb sequéncies d’ADN presents a les cél-lules

[7].

Forca lonica

A l'apartat 2.2. s’ha comentat que la for¢a idnica és una de les variables que més
afecta a la conformacié que adopta un oligonucledtid. En aquesta Tesi s’han presentat

dos treballs en els quals es mostra I'efecte de la forca idnica en les conformacions

adoptades per I'oligonucledtid.
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En primer lloc, anteriorment s’han descrit les transicions conformacionals de
I'oligonucleotid d(pTGCTCGCT). En medi d’aigua pura aquest oligonucleotid adopta
una estructura de tipus dumbbell, mentre que en medi sali (10 mM Mg* i 100 mM Na*)
adopta una estructura dimeérica coneguda com a bi-loop [8]. Per tal d’estudiar les
transicions conformacionals es van dur a terme dos tipus d’experiments. D’'una banda,
experiments de desnaturalitzacio térmica en condicions salines variables, que ja s’han
presentat anteriorment. D’altra banda, experiments en els quals es va variar la
concentracié salina de forma similar a una valoracio. Aquest segon tipus d’experiments
es va dur a terme a diferents temperatures. A temperatura baixa (21°C) es va observar
una transicio entre I'estructura dumbbell present en el medi d’aigua pura i I'estructura
bi-loop present en el medi sali. Aquesta transicié es produeix a concentracions salines
baixes (aproximadament 3 mM Mg?) i, a partir de 5 mM de Mg®', ja Unicament és
present lI'estructura bi-loop. Els resultats obtinguts a temperatura elevada (54 °C)
presenten un comportament similar, malgrat que en aquest cas es té com a espécie
predominant I'estructura monomeérica desestructurada. Aquest comportament s’explica
per I'efecte d’apantallament que exerceixen els cations presents en el medi sali i que
disminueixen I'efecte de les repulsions entre els grups fosfat presents a la cadena de
I'oligonucleodtid. A més, com indiquen els resultats, aquest efecte és molt més
important per a cations divalents com el Mg?* que per a cations monovalents com el
Na®*. Aixi, concentracions baixes de Mg*" permeten la formacié de I'estructura bi-loop
mentre que es necessiten concentracions molt més grans de ions Na* per produir el
mateix efecte apantallant. Aquest fet esta d’acord amb la relacié carrega/radi d’aquest
dos ions, que és molt més gran en el cas del cati6 Mg®", divalent i petit, que pel Na* i el

K*, que son cations monovalents i amb una radi idnic igual o0 més gran.

En segon lloc es van estudiar els efectes produits per la natura del catié en I'estabilitat
de les estructures quadruples. Aixd es va realitzar mitjangant l'estudi de la
desnaturalitzacié d’aquestes estructures en preséncia de K™ i Na*. A la bibliografia es
troba que les estructures quadruples es troben estabilitzades per cations monovalents i
amb una lleugera preferéncia del K™ respecte del Na*. Els experiments presentats al
treball 5.4., estudien els equilibris d’estructures quadruples intermoleculars en
presencia del i6 potassi. Aquests experiments es van repetir en preséncia del i6 sodi i
es van obtenir unes estabilitats molt més baixes (aproximadament 20 °C menys en els
valors de T,,). Aquests resultats es poden explicar degut a que els espais o cavitats

que queden lliures entre les quatre bases de guanina que formen el G-tétrada soén
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d’unes dimensions aproximadament iguals al radi del i6 potassi (1,3 A). Aquest radi és
similar al del i6 divalent Sr** perd és molt més gran que els altres ions utilitzats en

aquest tipus d’estudis, com el Na* o el Mg?*.
Temps

El treball 5.6. descriu el seguiment de la reaccié entre un oligopéptid (hibrid entre
nucleotid i péptid) i el compost amb propietats anticancerigenes cisplati [9]. Aquest
treball ja s’ha comentat extensivament a I'apartat anterior com una aplicacié nova del
métode MCR-ALS per a l'analisi de dades obtingudes al llarg d’'un procés seguit per

una técnica multidimensional, en aquest cas, la RMN bidimensional.

A partir dels espectres RMN resolts, que proporcionen una gran quantitat d'informacié
estructural i dels seus corresponents perfils de concentracid, es pot fer una
interpretaciéo quimica de la reaccié estudiada. Aixi, s’observa que, durant la primera
hora de la reaccid, es formen els adductes monofuncionals per I'enlla¢ entre el plati i el
sulfur de la metionina i el nitrogen (N7) de la guanina. A partir dels perfils de
concentracio i de les constants de velocitat determinades, es pot deduir que existeix
una lleugera preferéncia per I'adducte monofuncional Pt-S, ja que aquest compost es
forma en una concentracié, més elevada, que es pot explicar per la major afinitat que
presenten els atoms de Pt i S enfront dels atoms de Pt i N. A temps de reaccido més
grans, a partir dels adductes monofuncionals, Pt-S i Pt-N, es forma el quelat que
presenta enllagos del plati tant amb el sofre com amb el nitrogen de l'oligopéptid,
donant lloc a una estructura tancada. Aquest producte és maijoritari durant gran part de
la reaccio ja que presenta una estabilitat termodinamica molt gran, probablement degut
a l'estabilitat propia dels compostos quelats. Malgrat aixd, a temps de reaccié encara
meés grans (a partir de cinc hores) aquest producte quelat es descompon i apareix
'anomenat producte final en el qual es perd el grup ammina en frans respecte I'atom
de sofre. Aquesta pérdua del lligand no es pot considerar com inesperada ja que es
coneix que I'atom de sofre presenta un efecte trans molt elevat. A la literatura es van
trobar altres exemples d’aquesta pérdua del lligand en la posicid trans a I'atom de
sofre pero, encara, no es sap amb certesa quin grup substitueix aquest lligand malgrat

que sembla que podria ser substituit per un lligand aquo.

Il. Analisi de dades de micromatrius d’ADN
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El treball de l'apartat 5.7. presenta una nova aplicacid del métode MCR-ALS que
permet extreure informacié biomédica a partir dels perfils de mostres i génics resolts
quan s’analitzen dades de micromatrius d’ADN. En general, a partir dels perfils de
mostres resolts, es pot obtenir informacié sobre el tipus de malaltia que presenta una
mostra d’'un determinat teixit mentre que, a partir dels perfils génics, es pot aconseguir
una seleccié dels gens candidats relacionats amb un determinat tipus de cancer, ja

sigui per trobar-se sobreexpressats o infraexpressats.

En primer lloc es va analitzar el conjunt de dades generat per Golub et al. [10], format
per 72 mostres de dos diferents tipus de leucémies per a les quals es va mesurar
I'expressio de 7120 gens. L’analisi mitjancant el métode MCR-ALS d’aquest conjunt de
dades ha permeés la separacio de les mostres en els dos tipus de leucémies (Leucémia
linfocitica aguda, LLA, i Leucémia mielocitica aguda, LMA). Es va intentar la
classificacio de les mostres en un nombre més gran de components (per exemple, en
el cas de la leucemia de tipus LLA es coneix que es pot classificar en tipus B i T
segons els limfocits que es trobin en excés), perd no es van obtenir uns resultats
suficientment satisfactoris. A la Figura 1 del treball es mostra la separacié aconseguida
per a les mostres de leucémia LLA i LMA. A més, s’han determinat un conjunt de gens,
entre els quals hi podria haver alguns relacionats amb l'aparicié d’aquests tipus de
leucémia. S’ha de destacar que alguns dels gens inclosos en els perfils génics, com a
sobreexpressats o infraexpressats, ja apareixien préviament a la literatura biomédica
com a possibles causants de I'aparicié d’aquests tipus de leucémies [10-13]. Entre
aquests gens cal destacar el gen conegut com zyxin ampliament descrit com a causant
de l'aparicio de la LMA. Altres gens relacionats amb la leucémia tipus LMA i
seleccionats pel métode MCR-ALS proposat son el descrits com Fumarylacetoacetate
o el CD33 antigen. En el cas de la leucemia tipus LLA cal destacar els gens descrits

com MB-1, el Cyclin D3 o el Myosin light Chain.

En segon lloc es va analitzar el conjunt de dades conegut com NCI60 generat per
Ross et al. [14], format per 60 mostres de 9 tipus diferents de cancer (cancer de pit,
tumor al sistema nervids central, cancer de colon, cancer de pulmo, leucémia,
melanoma, cancer d’ovari, cancer de prostata i cancer de ronyd) per a les quals s’ha
mesurat I'expressio de 1416 gens. En aquest cas es va considerar optima la solucio

obtinguda amb MCR-ALS considerant 7 components, tot i que no es va poder donar
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una interpretacio bioldgica per a tots ells. No obstant, amb aquests set components
resolts, es va poder distingir clarament en alguns components les mostres
corresponents als cancers de melanoma, leucémia, colon i del sistema central nervios.
Per a aquests components es van poder determinar els perfils génics associats de
forma que per a aquests tipus de cancer també s’han pogut obtenir gens candidats
que havien aparegut préviament a la literatura [14-19]. Aixi, pel melanoma s’han
seleccionat els gens identificats com Erythropoietin receptor o el Transforming growth
factor, beta receptor Il els quals es troben sobreexpressats i infraexpressats
respectivament. En el cas del cancer al sistema nervids central els gens Collagen, type
V, alpha Chr.2, THY-1 Membrane Glycoprotein Precursor Chr.11 o el EST, Weakly
similar to W09D10.2 es troben sobreexpressats. En el cas de la leucemia s’ha
determinat sobreexpressat un gen que es troba relacionat a la literatura biomedica
amb l'aparicié de la leucémia que és el LCP1 Lymphocyte cytosolic protein 1 (L-
plastin) Chr.13. Per acabar en el cas del cancer de colon s’ha trobat una série de gens
candidats sobreexpressats (Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, H.sapiens E-MAP-
115 mRNA Chr.6) i infraexpressats (MSN Moesin Chr.X., GJA1 Cardiac gap junction
protein Chr.X, Aldehyde reductase 1).

Cal destacar doncs, que l'aplicaci6 del métode MCR-ALS ha permés la seleccid
d’'aquests gens candidats, perd unicament s’han pogut contrastar amb resultats
préeviament existents a la literatura biomeédica anterior. Aixi, s’han determinat altres
gens que es podrien considerar sobreexpressats o infraexpressats perd que no es
poden confirmar amb resultats existents préviament a la literatura. Per tal de
comprovar aquests gens s’haurien de dur a terme experiments especifics per tal de
comprovar la seva expressio, perd aquest treball es troba fora de I'abast d’aquesta

Tesi Doctoral.
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