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Resumen La espectrometria de masas empleando desorcion/ionizacion laser asistida por matriz con detector de
tiempo de vuelo (MALDI-TOF) ha ganado popularidad durante la Gltima década debido a su rapidez, sensibilidad
y robustez para detectar péptidos y proteinas. Esta técnica de protedmica de alto rendimiento permite analizar
rapidamente grandes conjuntos de muestras en una Unica tanda. En este escenario, las herramientas
computacionales y los métodos bioinformaticos juegan un papel clave en el analisis de datos de MALDI-TOF,
puesto que son capaces de manejar las grandes cantidades de datos en crudo generados para extraer nuevo
conocimiento y conclusiones Utiles. El flujo tipico de analisis de datos de MALDI-TOF tiene tres etapas
principales: la adquisicion de datos, el preprocesado y el andlisis. Aunque el uso méas popular de esta tecnologia es
la de identificar proteinas a través de sus péptidos, también se pueden llevar acabo otros analisis que hacen uso de
inteligencia artificial (Al), aprendizaje automatico (ML) y métodos estadisticos, a fin de realizar identificacion de
biomarcadores, diagnostico automatico o descubrimiento de conocimiento. En este trabajo de investigacién se
explora en profundidad este flujo de analisis y se proponen nuevas soluciones basadas en la aplicacion de Al, ML
y métodos estadisticos. Ademas, se ha desarrollado una plataforma software que da soporte al flujo completo de
anélisis de datos de MALDI-TOF vy facilita el trabajo de los investigadores del &mbito de la protedmica que no
poseen un alto grado de conocimiento de bioinformatica.
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1 Introduction

La espectrometria de masas (MS, Mass Spectrometry) es una técnica utilizada para medir la relacién masa-carga
(m/z), a menudo llamada simplemente masa, de los componentes de una muestra [1]. Los instrumentos empleados
se llaman espectrometros de masas y constan de tres partes principales: la fuente de ionizacion, el analizador de
masa y el detector. Mediante esta técnica, es posible medir de una manera rapida y precisa los tamafios y las
abundancias relativas de las proteinas presentes en una mezcla biol6gica/quimica compleja. De manera general,
los componentes de la muestra se pasan a través de estos tres componentes generando un espectro de masa, una
representacion donde las masas medidas se sitGan en el eje horizontal y la intensidad de la sefial de cada masa se
sitla en el eje vertical. Este proceso genera datos en crudo, esto es, grandes conjuntos de espectros donde cada
uno de ellos contiene cientos de mediciones de sefiales de m/z con sus respectivas sus intensidades. Los datos en
crudo se caracterizan porque contienen sefiales que provienen tanto de los péptidos y proteinas presentes en la
muestra como sefiales derivadas de diversas formas de ruido. Por este motivo, es necesario preprocesar dichos
datos en crudo y convertirlos en una lista de picos limpia, eliminando los picos pertenecientes al ruido y dejando
los picos reales.

La espectrometria de masas empleando desorcién/ionizacion laser asistida por matriz con detector de tiempo
de vuelo (MALDI-TOF, Matrix AssiOsted Laser Desorption lonization coupled to Time of Flight Analyzers) ha
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ganado popularidad durante la Gltima década debido a su rapidez, sensibilidad y robustez para detectar péptidos y
proteinas. Esta técnica de protedmica de alto rendimiento permite analizar rapidamente grandes conjuntos de
muestras en una Unica tanda. En este escenario, los métodos bioinformaticos y las herramientas computacionales
juegan un papel clave en el andlisis de datos de MALDI-TOF, ya que son capaces de manejar las grandes
cantidades de datos en crudo generados para extraer nuevo conocimiento y conclusiones Utiles.

El flujo de trabajo tipico en el analisis de datos de MALDI-TOF tiene tres etapas principales: la adquisicion de
datos, el preprocesado y el anlisis. En cuanto a la etapa de analisis, el uso mas popular de esta tecnologia es la de
identificar proteinas a través de sus péptidos, un proceso conocido como peptide-mass fingerprinting (PMF). En
este tipo de andlisis, los espectros son preprocesados a fin de obtener una lista de masas experimentales de
péptidos, la cual se empleara para buscar las proteinas asociadas en una base de datos. Sin embargo, también se
pueden llevar a cabo andlisis que hacen uso de inteligencia artificial (Al, Artificial Intelligence), aprendizaje
automatico (ML, Machine Learning) y métodos estadisticos, con el fin de realizar la identificacion de
biomarcadores, diagnostico automatico y descubrimiento de conocimiento [2-4], empleando para ello listas de
picos.

Esta tesis explora el flujo de analisis de datos MALDI-TOF presentado, incluyendo una etapa adicional de
control de calidad inmediatamente después del preprocesado, con el fin de detectar espectros de baja calidad o
anoémalos que puedan sesgar o dificultar los analisis posteriores. En este contexto, el objetivo principal de este
trabajo es la aplicacién de técnicas de mineria de datos y Al al analisis de datos de espectrometria de masas para el
descubrimiento de nuevo conocimiento.

2 Evolucidn de la investigacién y contribuciones

En 2012, el trabajo doctoral comenzé en dos de las lineas de trabajo definidas. Por una parte, el desarrollo de
MLibrary [5], una base de datos con un motor de busqueda disefiados para asistir al usuario en la deteccion e
identificacion de anabolizantes androgénicos esteroideos (AAS, Androgenic Anabolic Steroids) y sus metabolitos
mediante espectrometria de masas MALDI-TOF. Esta aplicacion permite a los investigadores manejar repositorios
de biomarcadores que pueden ser utilizados para detectar e identificar la presencia de AAS en muestras MALDI-
TOF.

Por otra parte, el estudio y comparacion de los métodos disponibles de preprocesado de datos en crudo de
MALDI-TOF. En este momento, surgio la necesidad de manejar datos en crudo y se establecieron dos objetivos:
(i) crear una plataforma para automatizar la carga y el preprocesado de los datos en crudo y (ii) utilizar dicha
plataforma para evaluar distintos métodos de preprocesado. Después de comprender los distintos formatos
empleados para el almacenamiento de los datos en crudo, se evalud la influencia de distintos métodos de
preprocesado en el rendimiento de una tarea de clasificacion de muestras [6].

En 2013, se propuso un novedoso proceso para la aplicacion de biclustering a datos de MALDI-TOF [7]. Este
estudio profundiza en el area de descubrimiento de informacion, ya que evalla la viabilidad de la aplicacion de
biclustering para analizar datos de MALDI-TOF, comparando biclustering y agrupamiento jerarquico sobre dos
conjuntos de datos reales. Los resultados fueron prometedores, ya que revelaron la habilidad de este tipo de
técnicas para extraer informacién Gtil y generar nuevas hipotesis.

En 2013, se decidi6 unificar todos los componentes desarrollados anteriormente en una Unica plataforma,
dando lugar al desarrollo de Mass-Up [8], una aplicacién multiplataforma de codigo libre para el descubrimiento
de nuevo conocimiento sobre datos de espectrometria de masas MALDI-TOF. Mass-Up permite visualizacion de
espectros, carga y preprocesado de datos en crudo y distintos tipos de analisis, incluyendo (i) busqueda de
biomarcadores, (ii) agrupamiento, (iii) biclustering, (iv) visualizacion basada en el analisis de componentes
principales (PCA, Principal Component Analysis) y (v) clasificacion de grandes conjuntos de muestras.

3 Estructura del trabajo

El trabajo realizado se ha organizado en torno a tres contribuciones principales, las cuales han sido publicadas en
revistas internacionales de impacto indexadas en el Journal Citation Reports (JCR).

En la primera de estas contribuciones se presenta MLibrary [5], el proyecto que representa el inicio de la tesis.
En este trabajo, se desarrollaron una base de datos con un motor de bisqueda para asistir al usuario en la deteccion
e identificacion de AAS y sus metabolitos mediante espectrometria de masas MALDI-TOF. La bdsqueda de
agentes anabdlicos en la orina juega un papel muy importante en los laboratorios anti dopaje puesto que se trata de
la droga mas empleada en el mundo del deporte. MLibrary facilita el uso de la espectrometria de masas MALDI-
TOF para realizar controles anti dopaje y reduce el tiempo necesario para la evaluacion e interpretacion de los
resultados. En pocas palabras, la deteccion de AAS en las muestras se puede realizar comparando un espectro de
masa contra la libreria desarrollada, a fin de identificar los posibles positivos y comparando un espectro de
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masa/masa (MS/MS) producido después de la fragmentacion de los posibles positivos contra un conjunto de
espectros completo previamente establecido en MLibrary. La aplicabilidad de MLibrary se evalla mediante el
analisis de cinco muestras de orina marcadas, siendo la aplicacion desarrollada capaz de identificar con éxito
todos los componentes marcados. Ademas, el motor de blsqueda es, potencialmente, extensible para el analisis de
otros componentes distintos a los AASS.

En la segunda contribucion, se describe el estudio sobre la influencia de los métodos de preprocesado en el
descubrimiento de informacidn, centrdndose en estudiar el impacto en problemas de clasificacion [6]. Existen
distintos métodos para llevar a cabo las principales tareas del preprocesamiento como la correccion de la linea
base, suavizado, deteccién de picos, emparejamiento de picos, normalizacion de intensidades y calibrado. En este
trabajo se lleva a cabo una comparacion sistematica de diferentes paquetes software para llevar a cabo el
preprocesado de datos de MALDI-TOF. Para garantizar la validez del estudio, se testean multiples
configuraciones de cada técnica de preprocesado, cuyas listas de picos resultantes se emplean para entrenar un
conjunto de clasificadores. El rendimiento de estos clasificadores, medido empleando la precision y el coeficiente
kappa, proporciona informacion precisa para la comparacién final. Los resultados mostraron el impacto real de
cada técnica de preprocesado y de cada configuracién en la clasificacién, mostrando que MassSpecWavelet
obtiene el mejor rendimiento y que las maquinas de soporte vectorial son uno de los clasificadores mas precisos.

Finalmente, el trabajo doctoral concluye con Mass-Up [8], una aplicacion multiplataforma de cddigo libre para
el descubrimiento de nuevo conocimiento sobre datos de espectrometria de masas MALDI-TOF que cubre el flujo
de analisis completo. Mass-Up, desarrollada empleando el framework AlBench [9], permite a los investigadores
cargar y visualizar tanto datos en crudo como datos preprocesados, preprocesar estos datos y realizar distintos
tipos de andlisis, tales como (i) busqueda de biomarcadores, (ii) agrupamiento, (iii) biclustering, (iv) visualizacion
basada en PCA y (v) clasificaciéon de grandes conjuntos de muestras. Aunque existen varias librerias software y
herramientas que pueden ser combinadas para llevar a cabo todas estas tareas, todavia existia la necesidad de
soluciones que diesen un soporte completo y que incluyesen una interfaz grafica amigable, evitando que los
usuarios tuviesen que poseer conocimientos informaticos avanzados y de programacion para poder analizar sus
datos.

4  Conclusiones y trabajo futuro

El objetivo principal de esta tesis fue la aplicacién de técnicas de mineria de datos y Al para el descubrimiento de
nuevo conocimiento con datos de MALDI-TOF.

En esta tesis, distintos métodos de preprocesado de datos MALDI-TOF fueron estudiados y comparados.
Ademas, se desarroll6 un algoritmo de emparejamiento de picos llamado Forward, el cual fue utilizado en casi
todos los desarrollos y colaboraciones. El trabajo futuro en esta linea incluye la comparacion de mas librerias
disponibles publicamente asi como la inclusién de mas conjuntos de datos.

Durante el curso de la investigacion, la técnica de agrupamiento doble o biclustering se aplicé para en analisis
de datos de MALDI-TOF, siendo capaz de extraer informacion Util y generar nuevas hipotesis. Su adecuacion fue
evaluada comparandola contra el agrupamiento jerarquico empleando dos conjuntos de datos reales. Aunque los
resultados fueron prometedores, se debe continuar trabajando en esta linea en el futuro para profundizar y
expandir este estudio.

Ademas, se puso a disposicién de la comunidad cientifica el software Mass-Up (http://sing.ei.uvigo.es/mass-
up/), una herramienta de cddigo libre que da un soporte completo al flujo de andlisis de datos MALDI-TOF
incluyendo, ademas, una interfaz gréafica intuitiva que permite su empleo por parte de usuarios no expertos en
bioinformatica y programacién. Su utilidad est4 siendo refrendada por el aumento del ndmero de estudios que
hacen uso de este software [10-12] y por el hecho de que ha sido incluido en repositorios pablicos de software de
espectrometria de masas y en proyectos mayores, como, por ejemplo, MASSyPup(64), una distribucion de Linux
que incluye diferentes herramientas para el analisis de datos de espectrometria de masas.

En cuanto al trabajo futuro, esta tesis tiene dos lineas principales de continuacion. Por una parte, continuar
desarrollando y mejorando Mass-Up. Aungue esta plataforma ha sido actualizada continuamente para solucionar
fallos reportados por los usuarios, se han identificado algunas mejoras importantes: (i) soportar mas formatos de
almacenamiento de datos de MALDI-TOF, (ii) incluir mas algoritmos de preprocesado y hacerlos mas
configurables e (ii) incluir nuevos tipos de analisis.

Por otra parte, se acaba de iniciar una colaboracién en el area de bioimagen por espectrometria de masas
empleando ablacién laser con fuente de plasma de acoplamiento inductivo (LA-ICP-MS). Los objetivos de esta
colaboracion consisten en proporcionar una base analitica para emplear la técnica LA-ICP-MS y en el desarrollo
de una herramienta para automatizar el proceso.
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