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Resumen

El anélisis de células individuales es un tema de investigacion en auge, ya que detectar diferencias
a nivel de las células individuales permiten diferenciar pequenas poblaciones celulares que se com-
portan de forma diferente a la poblacién global. Este hecho puede tener importantes implicaciones
en estudios bioquimicos, biotecnoldgicos, clinicos, farmacoldgicos, etc. Aunque la técnica mas comin
de anélisis de células individuales es la citometria de flujo, en los tdltimos afios han aparecido nuevas
técnicas analiticas con capacidad para llevar a cabo esta tarea y, en concreto, la espectrometria de
masas con fuente de ionizacién de plasma por acoplamiento inductivo (ICP-MS) ha surgido como
una alternativa adecuada para el andlisis tanto del contenido elemental como de la presencia de
ciertas biomoléculas a través del etiquetado con anticuerpos marcados con elementos lantdnidos en
células individuales en la forma de single-cell ICP-MS (SC-ICP-MS).

La novedosa técnica de citometria de masas se basa en los mismos fundamentos que el SC-ICP-
MS con el uso de un analizador de masas que permite la medida casi simultdnea de varios is6topos en
una misma célula lo que posibilita la deteccién simultdnea de decenas de marcadores en cada célula
individual. Este tipo de técnicas generan una gran cantidad de datos complejos, que hacen necesario
el desarrollo de nuevas herramientas bioinforméticas que permitan su procesamiento y visualizacién
para extraer las conclusiones necesarias a partir de ellos.

Los objetivos de este TFG seran, en primer lugar, familiarizar al estudiante con las técnicas de
andlisis elemental de células individuales para que, desde el conocimiento de los fundamentos de
la técnica, pueda desarrollar, a continuacién, una herramienta bioinformaéatica que facilite el proce-
samiento de los datos obtenidos mediante la técnica de single cell-ICP-MS y citometria de masas
y su representacién grafica siguiendo los algoritmos y estdndares mads utilizados por la comunidad

cientifica.

Abstract

The analysis of individual cells is a growing research topic, as detecting differences at the in-
dividual cell level allows distinguishing small cellular populations that behave differently from the
overall population. This fact can have significant implications in biochemical, biotechnological,
clinical, pharmacological, and other studies. Although the most common technique for single-cell
analysis is flow cytometry, in recent years, new analytical techniques with the capability to perform
this task have emerged. Specifically, inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) has
arisen as a suitable alternative for the analysis of both elemental content and the presence of cer-
tain biomolecules through lanthanide-labeled antibody tagging in individual cells, in the form of
single-cell ICP-MS (SC-ICP-MS).

The novel mass cytometry technique is based on the same principles as SC-ICP-MS, using
a mass analyzer that allows for the nearly simultaneous measurement of multiple isotopes in a
single cell. This enables the simultaneous detection of dozens of markers in each individual cell.
These techniques generate a large amount of complex data, making it necessary to develop new
bioinformatics tools that facilitate the processing and visualization of this data to draw the necessary
conclusions from it.

The objectives of this bachelor’s thesis will, first of all, familiarize the student with the techniques
of elemental analysis of individual cells so that, with a knowledge of the technique’s fundamentals,
they can subsequently develop a bioinformatics tool that facilitates the processing of data obtained
through the single-cell ICP-MS and mass cytometry techniques and their graphical representation

following the algorithms and standards most commonly used by the scientific community.
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1. Introduccion

El anélisis de células individuales ha emergido como una herramienta fundamental en nu-
merosos campos cientificos y biomédicos debido a su capacidad para revelar informacion detalla-
da sobre la heterogeneidad celular y las complejas interacciones dentro de poblaciones celulares.
Esta capacidad de analisis a nivel individual es esencial para comprender fenémenos biolégicos,
identificar biomarcadores relevantes y avanzar en el desarrollo de terapias personalizadas.

Un enfoque comunmente utilizado en este ambito es la citometria de flujo, que permite
un andlisis rdpido y preciso de multiples parametros celulares en células individuales mediante
la deteccién y cuantificacién de la fluorescencia emitida por sondas especificas con las que se
han marcado previamente las células. Recientemente, ha surgido la posibilidad de utilizar la
espectrometria de masas elemental, en particular la técnica de espectrometria de masas de
plasma acoplado inductivamente (ICP-MS, por sus siglas en inglés), como una alternativa que
ofrece ventajas sobre la citometria convencional al proporcionar informacién detallada sobre la
composicién elemental de las células y permitir la deteccién simultdnea de multiples elementos
en una Unica célula.

La citometria de flujo es una técnica creada por Wallace H. Coulter en 1953 utilizando
el principio de Coulter basado en la impedancia. En su origen, la técnica consistia en pasar
células a través de una pequena abertura donde los cambios en la impedancia eléctrica son pro-
porcionales al volumen celular, lo que permite contar y dimensionar las células (Shapiro, 2004).
Mack Fulwyler integré la fluorescencia a la citometria de flujo en la década de 1960. Este avance
permitié a los investigadores etiquetar células con marcadores fluorescentes, lo que hizo posible
estudiar componentes celulares y funciones especificas (Fulwyler, 1965). En un citémetro de
flujo moderno, las células son propulsadas a través de un haz de laser enfocado. A medida que
las células interactiian con el laser, absorben y dispersan la luz y emiten fluorescencia a deter-
minadas longitudes de onda en funcién de las moléculas empleadas como marcas fluorescentes.
Los detectores capturan estas senales, proporcionando informacién sobre el tamano celular, la
granularidad y la presencia de biomarcadores (McKinnon, 2018), véase la figura 1.A

Una parte esencial del proceso es el uso de anticuerpos conjugados con fluorocromos para
determinar la presencia de marcadores especificos en las células. Estos anticuerpos fluorescentes
se unen especificamente a sus antigenos, que pueden encontrarse tanto en la superficie como
dentro de las células. Esto permite la identificacién y cuantificacién de diversas subpoblaciones

celulares mediante la deteccion de la fluorescencia emitida por los fluorocromos. Ademas, la
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Figura 1: Analisis por citometria de flujo de muestras de vesiculas extracelulares.
(A) Durante la citometria de flujo, las particulas en suspensién son enfocadas
hidrodindmicamente por un fluido de vaina (indicado por flechas) para intersectar
con un léser. La luz dispersada por cada particula es detectada por detectores
de dispersién frontal (FSC) y lateral (SSC), junto con multiples detectores de
fluorescencia (FL1, FL2, etc.). (B) La fluorescencia (linea discontinua verde) es
isotrépica y permite determinar la expresion de antigenos y el origen celular. La
dispersién (linea continua azul) tiene una distribucién angular influenciada por
el tamano y el indice de refraccién de la particula. Adaptado de Rikkert et al.
(2020), bajo Creative Commons Attribution License (CC BY).

luz dispersada proporciona informacién adicional: la dispersién frontal (FSC, por sus siglas en
inglés) estd correlacionada con el tamano celular, mientras que la dispersién lateral (SSC, por
sus siglas en inglés) estd relacionada con la granularidad o complejidad interna de la célula
(Maecker et al., 2012), véase la figura 1.B.

La técnica ha avanzado significativamente, especialmente en su capacidad para realizar
andlisis multiparamétrico. Permite la medicién simultanea de multiples marcadores en células
individuales, permitiendo un perfil exhaustivo de las caracteristicas celulares. Los citémetros de
flujo de alta gama ahora son capaces de analizar entre 30 y 50 parametros diferentes por célula,
lo que incluye una combinacién de proteinas de superficie e intracelulares, asi como diversas
otras caracteristicas celulares (Liu et al., 2022). Esta capacidad multiparamétrica es crucial
para identificar y caracterizar poblaciones celulares complejas, como diferentes subconjuntos
de células inmunitarias, y para comprender los estados funcionales de las células en salud y

enfermedad (Schmit et al., 2021).

1.1. Espetrometria de masas elemental

La espectrometria de masas comienza con la ionizacién de la muestra para generar especies
cargadas eléctricamente que, a continuacién, son separadas en funcién de su relacién masa/carga

(m/z) en un analizador de masas mediante la aplicacién de campos eléctricos y/o magnéticos.
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El plasma acoplado inductivamente (ICP) es una fuente de ionizacién dura que utiliza
un plasma generado por induccién electromagnética para ionizar los atomos del analito. Este
método es particularmente efectivo para el andlisis de elementos en muestras debido a su alta
eficiencia de ionizacién, alta tolerabilidad a la introduccién de muestras liquidas e incluso sélidas
y su capacidad para manejar una amplia gama de matrices (Hou et al., 2021).

El plasma en un sistema ICP se genera al aplicar una corriente alterna de alta frecuencia
a una bobina de induccién, creando un campo electromagnético que ioniza el gas (generalmente
argén) presente en la cdmara de plasma. Este plasma alcanza temperaturas extremadamente
altas, tipicamente entre 6000 y 10000 K, lo que permite la desolvatacién, vaporizacién, atomiza-
cién e ionizacion del analito, generando principalmente iones elementales con una carga positiva.
Tiene una alta sensibilidad y capacidad para manejar matrices complejas con la posibilidad de
realizar andlisis multielementales de manera simultdnea (Douvris et al., 2023).

Existen varios tipos de analizadores de masas utilizados en los espectrémetros de masas
comerciales. El mas convencional es el cuadrupolo, que utiliza campos eléctricos y magnéticos
para filtrar y seleccionar iones basandose en su relacién masa/carga. Funciona aplicando campos
eléctricos oscilantes a cuatro barras metalicas paralelas. Estos campos hacen que los iones se
desplacen a través del cuadrupolo, y solo los iones con una relacién m/z especifica pueden
atravesar el dispositivo y llegar al detector de manera secuencial.

Sin embargo, existen otros analizadores de masas considearados casi simultaneos, es decir
que pueden analizar varias m/z casi de manera simultdnea. El analizador de masas de tiempo
de vuelo (TOF) se basa en los diferentes tiempos que iones de distinta masa acelerados con la
misma energia cinética tardan en recorrer una determinada distancia. Como todos los iones son
acelerados con la misma energia cinética, su velocidad solo depende de su relacién m/z. Por
tanto, el tiempo recorrido en recorrer una distancia constante dependerd de la relacién m/z de
cada i6n con diferencias muy pequenas entre ellos, de tal manera que la medida de todos los
iones puede considerarse casi simultanea.

Aunque los analizadores de TOF pueden proporcionar una alta resolucién en el tiempo de
vuelo, y, por lo tanto, en la determinacién de la m/z, a menudo tienen una menor sensibilidad
que los analizadores de cuadrupolo. Esto puede resultar en una capacidad de identificacién y
cuantificacién ligeramente inferior para compuestos muy similares. A cambio, los analizadores
de TOF permiten tiempos de integracién muy cortos, obteniendo espectros completos de manera
simultdnea cada pocos microsegundos.

La elevada sensibilidad que proporciona el ICP-MS ha permitido, en los iltimos anos la
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Figura 2: Influencia del tiempo de integracién en la relacién senal/ruido. (A)
Gréfica de intensidad frente a tiempo de una medicién con alto tiempo de in-
tegracién, con méaximo del pico y senal de fondo més elevados. (B) Gréfica de
intensidad frente a tiempo de una medicién con bajo tiempo de integracién, con
un pico mas bajo, definido por méas puntos y con menor fondo. Adaptado de
Alvarez-Fernandez Garcfa (2020)

deteccién de células individuales mediante esta técnica en lo que se conoce como “single-cell ICP-
MS” (SC-ICP-MS). De esta forma, cuando se introduce una suspension de células suficientemente
diluida, cada vez que una célula individual llega al plasma es ionizada, generando una nube
de iones que llega al detector en un periodo de tiempo muy corto, del orden de 500 ps. La
llegada de cada célula al detector genera una senal transitoria de muy corta duracién que se
denomina evento o spike. Siempre que la suspensién celular esté suficientemente diluida para
que la probabilidad de detectar dos células a la vez sea muy baja, la intensidad del evento serd
proporcional a la masa del elemento en la célula. Ademds, la frecuencia de los eventos sera
proporcional a la concentracion celular en la muestra. Por otro lado, el fondo continuo viene
dado por la introduccién de manera constante con el tiempo de analito en forma disuelta.
Dada la corta duracién de los eventos celulares en SC-ICP-MS, el tiempo de integracién
es un parametro importante a tener en cuenta para la medida. El tiempo de integracion consiste
en el intervalo de tiempo durante el que el detector acumula los iones que le llegan. Mientras que
el tiempo de integracion tipicamente utilizado para medidas normales en ICP-MS es de 100 ms,
este debe ser mucho més corto en estudios de single cell, puesto que como se dijo anteriormente
los eventos celulares son de unos 500 ps, de manera que debe reducirse por debajo de los 5 ms.
En el caso de detectores que permitan tiempos de integracion por debajo de los 500 ps, ademas,
se podran diferenciar los perfiles de cada evento generado por una célula, ya que con tiempos de

integracion suficientemente cortos estaran definidos por varios puntos de medida.



1.2. Cuantificacion en ICP-MS

La cuantificacién en ICP-MS implica la determinacién precisa de la concentracion de ele-
mentos presentes en una muestra. Dos estrategias utilizadas para este propdsito son el calibrado
externo y la dilucién isotdpica.

El calibrado externo es un método que implica la preparacion de una serie de estandares
con concentraciones conocidas del analito de interés. Estos estandares se utilizan para crear una
curva de calibracién, la cual es una representacién grafica de la respuesta del detector frente a la
concentracién del analito. La concentracion del analito en la muestra desconocida se determina
comparando su respuesta con la curva de calibracién obtenida.

Esta técnica es ampliamente utilizada debido a su simplicidad y eficacia en condiciones
controladas. Sin embargo, es susceptible a interferencias de matriz, las cuales pueden alterar la
respuesta del detector y, por ende, la precision del analisis (D. C. Harris, 2010). De haberlas, estas
son corregibles utilizando calibrados por adiciones estandar o con patrén interno. Sin embargo,
el ICP-MS es conocido por su robustez frente a distintos tipos de matrices, por lo que los efectos
de matriz son escasos.

Para el andlisis cuantitativo por SC-ICP-MS, las medidas se realizan por introduccién
de los estandares liquidos mediante una bomba de jeringa a bajo flujo y utilizando tiempos de
integracién cortos (menores a 5 ms). Para posteriormente determinar la cantidad de metal, se
realiza una calibracién externa con estandares elementales del metal deseado. Para ello, se intro-
ducen patrones iénicos de concentraciones conocidas, generando una senal continua solamente
afectada por el ruido instrumental. Una vez calculada la intensidad media obtenida para cada
concentracién, se consigue una regresion que permite interpolar la intensidad de cada punto para
hallar la concentracién del metal en la célula individual.

A pesar de utilizar sistemas de alta eficiencia de transporte, la mayoria de los sistemas
de introduccién de muestras en ICP-MS se caracterizan por ser capaces de hacer llegar al plas-
ma solo una pequefia fraccién de la muestra. Mientras que los sistemas convencionales tienen
eficiencias de transporte por debajo del 5%, los de alta eficiencia pueden superar el 80 %. Esta
eficiencia de transporte afecta a la masa de analito que llega al detector, ya que no toda la
disolucién de este se transporta hasta el plasma (Pereira et al., 2023). Sin embargo, cuando una
célula alcanza el plasma, sus elementos se ionizan completamente. Por lo tanto, la eficiencia de
transporte debe ser corregida, bien en los patrones de calibrado, o bien durante la interpolacion
de los eventos en la recta de calibrado. Asi, si la eficiencia de transporte se corrige durante el

calibrado, la masa de analito que llega al plasma durante la duracién de un tiempo de integracién



sera:

m=I[C|-v-dt-TE (1)

donde m serd la masa de metal en la célula, [C] la concentracién detectada, v el flujo, dt el

tiempo de integracién y T'E la eficiencia de transporte.

1.3. Anadlisis multiparamétrico de células mediante ICP-MS: citometria de

masas

La citometria de flujo es una herramienta valiosa para analizar células individuales, pero
tiene desventajas notables, principalmente debido a limitaciones épticas. Estas incluyen la amor-
tiguacion de fluorescencia y la autofluorescencia, asi como problemas con los amplios espectros
de emisién y absorcién de las etiquetas fluorescentes, lo que lleva a solapamientos espectrales y
limita el nimero de proteinas que se pueden analizar simultaneamente.

Para abordar estas limitaciones, Tanner et al. (2008) desarrollaron la citometria de masas,
una técnica para el analisis multiparamétrico de células individuales basada en la deteccién por
ICP-MS. Este método utiliza etiquetas de metal (lantdnidos) para modificar los anticuerpos en
lugar de las etiquetas fluorescentes tradicionales. La versién comercial, CyTOF™, fue introducida
en 2009 por DVS Sciences Inc. (ahora Fluidigm) y es una adaptacién del ICP-MS con un
analizador de masas de tiempo de vuelo (TOF) (Bandura et al., 2009).

En CyTOF, el sistema de introduccién de muestras incluye un nebulizador neumaético
microcéntrico conectado a una cadmara de nebulizacion con un flujo de gas argdén y un sistema
de calentamiento. Este sistema seca las gotas que contienen las células y las transporta al plasma,
donde se atomizan e ionizan. La nube de iones resultante de cada célula viaja a través de la
6ptica de iones y los filtros, hacia el analizador de masas TOF, donde los datos son recolectados
y registrados por el detector. Véase en la figura 3 un esquema general de todo el proceso de la
citometria de masas.

Cada célula en la citometria de masas produce una nube de iones que genera una seial
transitoria al llegar al detector, durando hasta 500 ps y proporcionando espectros con informa-
cién sobre todas las etiquetas metédlicas asociadas a las células. Los datos de la citometria de
masas pueden visualizarse de manera similar a la citometria de flujo tradicional, pero debido al
alto nimero de pardmetros, interpretar estos datos en graficos bidimensionales es un desafio. Por
lo tanto, a menudo se requieren métodos sofisticados de posprocesamiento de datos y métodos

estadisticos (Kimball et al., 2018).
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Figura 3: Flujo de trabajo esquematico de citometria de masas. Las muestras
se etiquetan con combinaciones Unicas de metales pesados y se agrupan para
reducir la variabilidad. Luego, se incuban con anticuerpos dirigidos a proteinas
especificas. Las células se nebulizan e introducen en un citémetro de masas. En
un plasma de argén acoplado inductivamente, se rompen los enlaces covalentes
y se liberan iones. La nube de iones se filtra para enriquecer los iones de metales
pesados, que son cuantificados mediante espectrometria de masas de tiempo de
vuelo, produciendo mediciones de células individuales. Adaptado de Parra (2018),
bajo Creative Commons Attribution License (CC BY)

Sin embargo, la citometria de masas esta limitada por su tasa de introduccién de células,
que es de alrededor de 1000 células por segundo, significativamente menor que las aproximada-
mente 10,000 células por segundo alcanzables con la citometria de flujo fluorescente. A pesar
de esto, CyTOF puede analizar hasta 100 biomarcadores simultdneamente en una sola célula,
superando con creces las hasta 15 etiquetas diferentes que los instrumentos de citometria de

flujo més avanzados pueden lograr después de extensas optimizaciones (Theiner et al., 2022).

1.4. Manejo de datos en citometria de masas

El Flow Cytometry Standard (FCS) es un estandar de archivos de datos generados en
experimentos de citometria de flujo. Anteriormente, el FCS solia ser el tinico formato de archivo
ampliamente adoptado en la citometria de flujo, aunque en la actualidad hay otros también
aceptados. La especificaciéon del FCS (Spidlen et al., 2010) ha sido tradicionalmente desarrollada
y mantenida por la Sociedad Internacional para el Avance de la Citometria (ISAC).

Este formato almacena la intensidad integrada de los eventos celulares, siendo estos en la
citometria de flujo tradicional una célula bioldgica real, particulas empleadas como calibrantes u
otra masa lo suficientemente grande como para activar el dispositivo de adquisicién de datos del
instrumento de citometria de flujo. Sin embargo, en SC-ICP-MS se obtiene una senal continua
con el tiempo de la instensidad de cada ién de m/z correspondiente y a continuacion se lleva a

cabo filtrado posterior para determinar qué es un evento, por lo que los archivos .fcs generados
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por la citometria de masas, pese a representar una rica fuente de datos para la investigacion
en biologia celular, sufren una pérdida de informacién sustancial en comparacién con los datos
crudos adquiridos durante la medicién. Por ejemplo, la informacién sobre el fondo, la duracién y
la forma de los eventos, asi como su distribucion durante la medida, se ve comprometida en este
formato. Esta pérdida de informacién representa un desafio significativo para los investigadores,
ya que limita la capacidad de realizar analisis detallados y precisos de los datos.

Con los bajisimos tiempos de integracién de CyTOF, que obtiene una medida cada 13 ps
de todo el espectro de masas entre m/z 75 y 210, unos minutos de medicién implican millones de
lecturas, cada una pudiendo aportar mas de un centenar de valores para distintas intensidades
de senial y la medida de senales de m/z donde no se espera ningin evento (canales cuya infor-
macién es innecesaria). Por ello, el manejo de los datos crudos presenta sus propios obstéculos,
como el tamano y la complejidad de los mismos, asi como la necesidad de herramientas espe-
cializadas para su procesamiento y andlisis (Newell & Cheng, 2016). En este sentido, surge la
urgencia de disponer de sistemas que permitan el tratamiento independiente de los datos de
citometria de masas, especialmente para aplicaciones cuantitativas que requieren una precisién

y reproducibilidad rigurosas.

1.5. Uso de software libre en la ciencia

El software no libre, a menudo referido como software privativo, impone restricciones a
los usuarios que socavan las libertades fundamentales (Stallman, 2021). Estas limitaciones son
inherentemente injustas y particularmente perjudiciales para el avance cientifico al constrenir a
los usuarios de varias maneras: no pueden acceder al codigo fuente, lo que les impide entender,
modificar o mejorar el programa; estan coercionados en su capacidad para redistribuirlo, lo que
imposibilita los esfuerzos colaborativos y la difusién del conocimiento, y dependen del proveedor
para actualizaciones, correcciones de seguridad y continuidad del servicio, lo cual puede ser
problematico si el proveedor deja de ofrecer soporte o quiebra. Estas restricciones violan los
principios de libertad y autonomia, haciendo que el software no libre sea injusto por naturaleza
(Stallman, 2002).

La ciencia prospera gracias a la transparencia, la reproducibilidad y la colaboracién, todos
los cuales se ven obstaculizados por el software no libre (Morin et al., 2012). Sin acceso al c6digo
fuente, los cientificos no pueden verificar la exactitud del cédigo utilizado en la investigacion, lo
que puede llevar a que errores o sesgos en los resultados pasen desapercibidos. La incapacidad de

modificar y redistribuir los programas empleados dificulta la reproducibilidad de los experimen-



tos y resultados cientificos, haciendo imposible que otros investigadores verifiquen los hallazgos
de manera independiente. Ademds, la naturaleza colaborativa de la ciencia se ve obstruida, ya
que no puede ser compartido ni adaptado libremente para satisfacer diferentes necesidades de
investigacion.

Las implicaciones éticas del software no libre son significativas. Puede crear disparidades
en el acceso a la tecnologia, ya que las instituciones y los investigadores que no tengan capacidad
para desarrollar un programa especifico para sus necesidades se encuentran en desventaja, exa-
cerbando la desigualdad en la investigacion cientifica. Ademaés, puede incluir caracteristicas que
monitorean y controlan a los usuarios, limitando su privacidad y autonomia (Stallman, 2013), o
introducir de forma forzosa modificaciones en el programa instalado que pueden privar de fun-
cionalidad o incluir alguna no deseada (Free Software Foundation [F.S.F.], 2024). Esta vigilancia
es incompatible con los estdndares éticos de la integridad cientifica y la dignidad del usuario.

El software libre aborda estos problemas garantizando varias libertades esenciales (Stall-
man, 2002). Los usuarios tienen derecho a ejecutar el programa para cualquier propdsito, pro-
moviendo la accesibilidad y la inclusién. Con acceso al cédigo fuente, es posible entender como
funciona y realizar mejoras, fomentando la innovacion y el aprendizaje. También pueden com-
partirlo, facilitando la colaboracién y la difusién del conocimiento. Al estar permitido compartir
las contribuciones con la comunidad, se impulsan el progreso y el perfeccionamiento colectivos.
En el contexto de la ciencia, estas libertades son indispensables. Aseguran que las herramientas
empleadas sean transparentes, reproducibles y equitativas, y permite a los investigadores co-
laborar abiertamente, verificar resultados rigurosamente y adaptar el cédigo a sus necesidades
especificas sin restricciones. El software libre no solo rectifica estas injusticias sino que también

mejora el proceso cientifico, convirtiéndolo en la tinica opcién viable.



2. Objetivos

Dada la necesidad de acceder a los datos crudos obtenidos mediante medidas de citometria
de masas, el objetivo general de este Trabajo Fin de Grado es el de desarrollar una solucién
bioinformatica que permita visualizar y analizar los datos obtenidos mediante esta técnica antes
de ningun tipo de procesamiento. Para ello, este objetivo principal se divide en cuatro objetivos

parciales:
2.1. Reduccién del tamano de los archivos de datos
Desarrollar un método informatico innovador para optimizar el tamano de los archivos de
datos generados, permitiendo una gestion eficiente y reduciendo la carga computacional.
2.2. Visualizacién de los datos crudos en graficas intensidad frente a tiempo
Implementar una herramienta de visualizacion que muestre los datos en graficas de inten-
sidad frente a tiempo, facilitando la interpretacién y el andlisis de los resultados obtenidos.

2.3. Deteccién e integracion de los eventos

Disenar algoritmos precisos para la deteccién y la integracion eficiente de los eventos
relevantes en los datos citométricos, mejorando la capacidad de identificar y caracterizar ade-

cuadamente los eventos de interés.

2.4. Cuantificacion

Desarrollar un sistema de cuantificaciéon precisa mediante métodos de patrén interno,

garantizando una evaluacion exacta de la concentracion de los analitos en cada evento detectado.
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3. Material y métodos

3.1. Instrumentacion

Las medidas experimentales para la obtencién de los datos utilizados para el desarrollo
se llevaron a cabo en un CyTOF XT (Standard Biotools). Este equipo, recientemente instalado
en la Universidad de Oviedo, cuenta con un sistema automaético de introduccién de muestras
con deteccién de obstrucciones. Este sistema mantiene las muestras en frio y las resuspende
justo antes del andlisis. Ademds, a cada muestra agrega una cantidad de una suspensién de
microparticulas cargadas con seis metales (itrio (3?Y), indio (}!5In), cerio (14°Ce), terbio (}*9Tb),

lutecio (1Lu) y bismuto (?*9Bi)) para normalizacién de los datos.

3.2. Formato de los datos crudos

Los archivos originales utilizan un formato de tabla Tab-Separated Values (TSV), donde

cada fila estd delimitada por un salto de linea y cada columna por una tabulacién.

3.3. Marcado de anticuerpos con metales

El marcaje de los anticuerpos se llevé a cabo utilizando el kit de marcaje MaxPar X8 de
Standard Biotools. Este procedimiento se basa en la unién de un polimero organico al anticuerpo
a través de uno o varios grupos tiol en la regiéon constante del anticuerpo que se liberan mediante
una reduccion parcial del mismo en condiciones suaves. El polimero es capaz de alojar en su
estructura mediante complejos de tipo quelato un niimero de dtomos de elementos lantanidos,
que en la bibliografia varia entre 20 y 40 (Zhang et al., 2020), de manera que cada molécula de
anticuerpo se marca con varias decenas de atomos del metal. Para evitar ocupar innecesariamente
canales innecesarios en la medida del CyTOF, se utiliza un isétopo enriquecido del lantanido.

Brevemente, el procedimiento experimental del marcaje consiste, en primer lugar, en una
incubacion del polimero con el lantanido isotépicamente enriquecido para que este se introduzca
en los huecos de coordinaciéon. Mientras tanto, el anticuerpo se somete a la reduccién parcial
con tris(2-carboxietil)fosfina durante 30 minutos a 37°C para exponer los grupos tiol. Una vez
terminada la reduccion y la carga del polimero, se incuba el anticuerpo parcialmente reducido
con el polimero cargado y se realizan varios lavados utilizando filtros de corte de 50 kDa para
eliminar el exceso de polimero no unido.

Una vez finalizado el marcaje, el anticuerpo se cuantifica mediante espectrofotometria de

abosrcién UV en un equipo NanoDrop (Thermo Fisher).
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3.4. Preparacion de células

Las células de interés se prepararon a partir de cultivos celulares o tejidos primarios
siguiendo las instrucciones del fabricante (Fluidigm, 2021). La tincién de viabilidad se realizé
antes de la fijacion. Las células se resuspendieron en Maxpar Cell Staining Buffer y se alicuotaron
en tubos individuales de polipropileno de 5 mL a una concentracién de 1-3 millones de células

por 50 pL por muestra.

3.5. Tincion de células con anticuerpos de superficie

Se preparé un céctel de anticuerpos 2X en Maxpar Cell Staining Buffer, siguiendo las
instrucciones del fabricante (Fluidigm, 2021). Se anadieron 50 pL del céctel de anticuerpos 2X
a cada tubo, resultando en un volumen total de tinciéon de 100 pL. Se agitaron suavemente los
tubos y se incubaron a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se agitaron nuevamente las
muestras y se continu6 la incubacién a temperatura ambiente durante otros 15 minutos. Después
de la incubacién, se lavaron las muestras dos veces con 2 mL de Maxpar Cell Staining Buffer,

se centrifugaron a 300 g durante 5 minutos y se retird el sobrenadante por aspiracién.

3.6. Fijacion de células

Se sigui6 el protocolo del fabricante (Fluidigm, 2021), para lo cual se prepard una solucién
fresca de formaldehido (FA) al 1.6 % a partir de un stock de formaldehido al 16 %. Se anadié 1
mL de la solucién de FA al 1.6 % a cada tubo que contenia 1-3 millones de células. Se agitaron
suavemente los tubos para mezclar bien y se incubaron las células a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Se centrifugaron las células a 800 x g durante 5 minutos, se aspird el

sobrenadante y se agitaron suavemente para resuspender las células en el volumen residual.

3.7. Tincién de células con Cell-I1D Intercalator-Ir

Para poder detectar una senal correspondiente a cada célula, se utiliza un complejo de
Ir capaz de intercalarse en el ADN de las células previamente permeabilizadas. Para ello se
prepar6 una solucién de intercalacién, siguiendo las instrucciones del fabricante (Fluidigm, 2021),
diluyendo Cell-ID Intercalator-Ir en Maxpar Fix and Perm Buffer a una concentracién final de
125 nM. Se anadié 1 mL de la solucién de intercalacién a cada tubo que contenia 1-3 millones
de células y se agitaron suavemente para asegurar una resuspensién completa. Se incubaron las

muestras a temperatura ambiente durante 1 hora y se almacenaron a 2-8°C durante la noche.
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Las muestras se pueden almacenar en la solucién de intercalacién a 2-8°C hasta por 48 horas

antes de la adquisicién.

3.8. Muestras

La muestra analizada es de un paciente anénimo con leucemia linfocitica crénica. Esta
muestra es un resto no utilizado de otro proyecto de investigacion y se ha recogido con el debido
consentimiento informado del paciente y siguiendo los tramites necesarios del Comité de Etica
de la Universidad de Oviedo.

La proteina cluster of differentiation 20 (CD20) es un marcador de superficie de células
B que interviene en el desarrollo y diferenciacion de esta células y es un objetivo destacado
para la terapia basada en anticuerpos de neoplasias malignas de células B, ya que se encuentra
sobreexpresada en la mayoria de los pacientes con leucemia linfocitica crénica (Vlaming et al.,
2021).

Para su analisis, las células fueron tratadas con anticuerpo anti-CD20, que previamente
habfa sido marcado con el isétopo ™ Lu, como se ha indicado en el apartado 3.3. Ademés, las

células fueron marcadas con el intercalador de Ir, como se indicé en el apartado 3.7.

3.9. Validacién

La validacién de los resultados obtenidos mediante el software desarrollado se llevé a cabo
mediante comparacién de estos resultados con los obtenidos mediante la técnica de referencia,
SC-ICP-MS con un equipo de ICP-MS de triple cuadrupolo y utilizando los algoritmos estan-
darizados del grupo de investigacion. Dado que en SC-ICP-MS los tiempos de integracién son
mucho més largos que en CyTOF (5 ms frente a 13 ps), los eventos estan constituidos por un
unico punto de medida y el procesamiento de los datos se facilita. En este caso, para el filtrado
de los eventos se considera que son eventos aquellos cuya intensidad supera la del fondo en tres
veces su desviacion estandar y se aplica un procedimiento iterativo mediante Microsoft Excel.

Para poder establecer esta comparacion, se utilizaron dos muestras diferentes de un mismo
paciente de leucemia linfocitica créonica. Una de ellas fue medida en CyTOF y la otra en SC-
ICP-MS. Los datos de CyTOF fueron procesados con el software desarrollado, mientras que
los de SC-ICP-MS se procesaron con el procedimiento mencionado. Finalmente, las poblaciones
celulares obtenidas mediante las dos técnicas fueron comparadas en términos de la masa de

175Lu

13



3.10. Cddigo

Todos los programas se desarrollaron en el lenguaje de programacién Python 3 (versién
del intérprete 3.11.8) (Van Rossum & Drake, 2009).

Se usé Numpy (versién 1.26.4) (C. R. Harris et al., 2020) y pandas (versién 1.5.3) (Mc-
Kinney, 2010) para la carga y procesado de los datos.

Las interfaces graficas funcionan utilizando la librerfa estandar Tkinter (versién 8.6) (Van
Rossum, 2022).

Las graficas fueron generadas usando Matplotlib (versién 3.8.3) (Hunter, 2007).

En adelante, los nombres de variables, palabras reservadas y otros términos utilizados
dentro del cédigo que son literales y no siguen necesariamente las normas gramaticales se escriben

en una fuente monoespaciada para facilitar la lectura. E.g.: foobar.

3.11. Uso de software libre

Todas las herramientas desarrollados utilizan tnicamente librerias de cédigo libre, segin
la gufa de la Free Software Foundation (F.S.F., 2023).

Todo el c6digo escrito se comparte bajo la licencia GNU General Public License (véase
https://www.gnu.org/licenses/), tal como fue publicada por la Free Software Foundation, tanto

la version 3 de la licencia como cualquier versién posterior.
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4. Resultados y discusion

4.1. Reduccién del tamano de los archivos

Se consideré necesario el desarrollo de un método para la seleccién de las masas de interés a
partir de los datos crudos para facilitar la transferencia, almacenado y procesado de los archivos,
debido al gran tamano de los originales.

Para facilitar el manejo de los usuarios, el selector de masas tiene una aplicacién de interfaz
grafica de usuario (GUI) escrita en Python utilizando la biblioteca esténdar. El cédigo fuente
estd disponible en el apéndice A y en data_selector.py.

La aplicacién permite al usuario seleccionar uno o varios archivos de entrada y elegir qué
masas de una serie predefinida (del 75 al 209) desea conservar en esos archivos, como se puede ver
en la figura 4.A. Luego, la aplicacién guarda una versién modificada de los archivos de entrada,
conservando solo las masas seleccionadas por el usuario. La interfaz de guardadado se puede ver

en la figura 4.B.

5 jome/dario/Uniovi El reate maodified.!
Select Files lmomeidariofuniovi#C‘n’TOFMuaia}EOEmSOBZCD40F'ati?=,nm2_m0(
I I [ I [ I r I r I
r r I r I r [ r [ r
r r I r I r [ r [ r
[ [ [ [ [ [ [ [ [ [
r r I r I r [ r [ r
- - - - - 140 a2 - Directory:  /home/dario/Uniovi/CYTOF/code — ‘ @
r r - r - r [ r [ r E, .ipynb_checkpoints D parsed_50
N N r N r N r N r N [Z] 100ppt_modified_modified txt [Z] parsed_50
r r n r n r = r = r E 20230626_traming_3peIlet_modi.ii.ed.m [E] parsed_50
175 - - - - - - - - E 20240202_Patr0n89_1pr_mod?f?ed.m - [E] parsed_re:
D 20240202_PatronSe_1ppb_modified_modified.txt D parsed_re:
L L e L L [£] parsed_500_modified txt [ prusba_ih
[195 [ [ [ [ [ [ [ [ [
r r I r I ] ! H
File name: Save
Save Clear
Files of type:  Textfiles (* txt) — | Cancel |

Figura 4: Interfaz del selector de masas. (A) GUI princial, con unos archivos de
ejemplo seleccionados. Solo aparecen resaltadas las masas disponibles en ambos
archivos. Las masas 142 y 193 estdn marcadas para su guardado. (B) GUI ge-
nerada por Tkinter para la escritura de los archivos. El nombre sugerido anade
“modified” al original.

Internamente, el programa lee el archivo de entrada (infile) para obtener la primera
linea, la cual contenga informacion sobre las masas disponibles en el archivo. Luego, extrae las
masas disponibles de esa linea y las guarda en una lista. Después, calcula dindmicamente los

indices de las columnas que corresponden a las masas especificadas por el usuario encontrando
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los indices de las masas especificadas dentro de la lista de masas disponibles y abre el archivo
de salida (outfile) para escribir datos en él. Escribe una linea de encabezado en el archivo de
salida que enumera las masas seleccionadas. A continuacion, lee el archivo de entrada en “trozos”
(chunks) utilizando pandas. Esto se hace para manejar archivos grandes de manera eficiente.
Los datos se leen por partes para no agotar la memoria. Para cada trozo leido, se seleccionan
las columnas especificadas por los indices calculados anteriormente y las escribe en el archivo de
salida. Paralelamente, se utiliza una operacién de generador (yield) para calcular el progreso
del proceso. Devuelve un valor en porcentaje calculado a partir del indice de la ltima linea

procesada en relacién con el niimero total de lineas en el archivo de entrada.

4.2. Visualizacion de los datos

Para la visualizacién de los datos extraidos se creé un programa para seleccionar datos
especificos de un archivo, procesarlos y visualizarlos con un grafico, mientras proporciona manejo
de errores y retroalimentacién clara al usuario. El cédigo original esta disponible en el apéndice
B data_viewer.py.

Se desarrollé una GUI diseniada para seleccionar datos de un archivo (véase figura 5.A)
y visualizarlos utilizando un gréfico (véase figura 5.B). Utiliza la biblioteca tkinter para los

componentes de la GUI y matplotlib para graficar los datos.

Data Selector - o x
Figure 1 = B B

Select Files | fhome/dario/Uniovi/CYTOF 40308_CD40Pafieni02_moc
r r r r r r r r r r
700

r r r r r r r r r r — 140
I I I r I I I I I I 600 1
I I I r I I I I I I
115 116 117 118 [ 119 [120 121 122 128 [ g 001
125 126 127 428 129 180 431 132 133 [ =

S 400 -
I I I r I 140 [ 142 [ I £
145 [C146 [1147 ["148 [7149 [1150 151 152 [1153 [ 5 300 4

o
I I I r I I I I I I 7

£ 200+
I I I r I I I I I I 2
175 [ I r I I I I I I

100 1
I I I r I I I I w193 [
195 r r r r r r r r 01
. T T T . .
r r r - T 0.0 0.5 10 15 2.0 2.5
time (pushes) le7
7 View Clear -— |
A€ pQ=

(A) (B)

Figura 5: Interfaz del visor de datos. (A) GUI princial, con un archivo de ejemplo
seleccionados. Solo aparecen resaltadas las masas disponibles, todas seleccionadas
para ser graficadas. (B) GUI generada por matplotlib de los datos. En la parte
inferior estan las herramientas de navegacién de la gréafica para desplazarse por
ella, hacer zoom, navegar entre las vistas o guardar la grafica en una archivo de
imagen.
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El programa comienza creando una ventana principal utilizando tkinter y configura varios
marcos y widgets dentro de esta ventana. El primer marco incluye un botén para seleccionar un
archivo y una etiqueta para mostrar la ruta del archivo seleccionado.

El programa proporciona botones para seleccionar nimeros (masas) del 75 al 209. Estos
botones estan inicialmente deshabilitados. Cuando se selecciona un archivo, el programa lee
la primera linea del archivo para determinar cudles de estas masas estan disponibles. Luego,
habilita solo aquellos correspondientes a los nimeros disponibles.

Cuando el usuario selecciona un archivo y algunos nimeros (masas), puede hacer clic en el
botén View para generar un grafico. Al hacer esto se lee el archivo seleccionado para extraer las
columnas de datos relevantes segun los ntimeros seleccionados. Acto seguido se grafican los datos
utilizando matplotlib en una subventana nueva, donde cada nimero seleccionado se grafica en
el eje y contra un eje x comun.

Adicionalmente, hay un botén Clear para restablecer todos los botones de verificacién a
su estado desmarcado.

Esta visualizacion no esté disponible en el software propietario de CyTOF y permite llevar
a cabo un andlisis preliminar de los datos, comprobando su distribucién en el tiempo y los perfiles
de los eventos.

El grafico generado representa unidades de intensidad en el eje vertical frente a “pushes.e®
el eje horizontal. Un push corresponde a un paquete de iones que es empujado hacia el analizador
de TOF. Cada push tiene una duracién de 13 ps, por lo que las unidades del eje horizontal son

equivalentes a tiempo de analisis.

4.3. Calibrado instrumental

Para obtener una calibracién que permitiera calcular la masa de un metal en una célula
a partir de la intensidad de pico obtenida, se desarrolld una GUI para realizar calibraciones
utilizando regresién de minimos cuadrados ponderados. El cédigo original estd disponible en el
apéndice C data_calibrator.py.

La aplicacion aprovecha la biblioteca Tkinter para crear la GUI, NumPy para los calculos
numéricos y Matplotlib para trazar los resultados de la calibracién. Las funcionalidades princi-
pales estdn encapsuladas dentro de la clase CalibrationApp, que gestiona la interfaz y el proceso
de calibracién.

La GUI consta de una ventana principal (véase figura 6) que permite al usuario agre-

gar filas dindmicamente para seleccionar archivos de datos e ingresar concentraciones. Cada fila
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Calibration - o x

Delete | Select File | |OFJdata.-\c:aIibrationlE(]ppt_modiﬁed.m 50.0e-3 ppb
Delete | Select File | |Fidata.fcalibrationf10(Jppt_modiﬁed_m 100.0e-3 ppb
Delete | Select File | |FJdataJcalibration!EOOppt_modiﬁed_m 500.0e-3 ppb

Add Row | Calibrate | Mass: [142

Figura 6: Interfaz de la aplicacion de calibracién. GUI princial, con varios archi-
vos seleccionados. Al lado de cada archivo estan introducidas las concentraciones
y en la parte inferior la masa a analizar.

corresponde a un punto del calibrado y contiene un botén para la seleccién de archivos, una
etiqueta que muestra la ruta del archivo elegido y un widget de entrada para ingresar la con-
centracion correspondiente. Los usuarios pueden agregar y eliminar filas segin sea necesario.
Ademsds, un panel de control en la parte inferior de la ventana proporciona botones para agregar
nuevas filas e iniciar el proceso de calibracion, junto con un widget de entrada para especificar
la masa utilizada en la calibracién.

Como ya se ha comentado, la calibracion se lleva a cabo mediante la medida de patrones
i6nicos de concentraciones conocidas del elemento. Dado que estos patrones llegan al CyTOF
de manera continua con el tiempo, generan una senal constante, afectada por inicamente por el
ruido instrumental, por lo que, a partir de los archivos de datos obtenidos para estas medidas, se
debe calcular la intensidad media para cada patrén. Para ello, el proceso de calibraciéon comienza
con la seleccién de archivos y la extraccién de datos. Los usuarios seleccionan archivos de datos
que contienen mediciones de senal, y la aplicaciéon los lee, extrayendo las sefiales relevantes para
la masa especificada y calculando la media y la desviacién estdandar. La concentracién en ppb
es la introducida por el usuario en la caja de texto a la derecha de cada fila.

Una vez pulsado el botén de calibrar, el programa computa la regresién por minimos
cuadrados ponderados de la concentracién frente a la sefial, utilizando como pesos el inverso del
cuadrado de las desviaciones estandar.

Los resultados de la calibracién, incluida la linea de regresion y los puntos de calibracién
con barras de error, se visualizan utilizando Matplotlib. El grafico muestra la relacién entre la

concentracién y la intensidad de la senal, anotada con la ecuacién de regresién y el valor de r2.
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4.4. Detecciéon e integracion de eventos

La senal analitica sin procesar consiste en una serie de datos de intensidad frente al tiempo
(ver figura 2), en la que se incluye tanto los eventos generados por cada célula, como el fondo
i6nico del elemento en disolucién. Por lo tanto, de esta serie de datos deben extraerse e integrarse
aquellos que pertenecen a cada célula.

Para la deteccién de los eventos se utilizaron los datos crudos con ruido de fondo y un
algoritmo de procesamiento de senales de la libreria scikit. Para ello se definié inicialmente la
amplitud de los picos utilizando una masa “de seleccion”, para la cual los eventos tienen que tener
una duracién de entre 10 y 150 puntos, obteniendo una lista de posiciones en las que el evento
comienza y termina. Posteriormente, se seleccionan como vélidos aquellos que cumplan ciertas
condiciones adicionales, como el poseer mas de una cantidad determinada de algunos elementos
(que la intensidad para ciertos isétopos supere un cierto valor limite). Este método presenta
la ventaja de poder ser reutilizado para casos en los que se empleen los datos “preprocesados”
por el software del CyTOF, ya que haciendo cambios minimos en los pardmetros de deteccion y
filtrado, se pueden incluir los eventos con una menor altura de pico o dar a entender al algoritmo
que todo niimero positivo puede formar parte de un evento al no haber fondo.

La integracién de los picos se hace para cierta masa “de interés”. El cédigo selecciona cada
“regién de pico” en la matriz original de los datos, hace el sumatorio para la masa y devuelve
una lista con las integrales correspondientes a cada evento.

Una vez integradas las intensidades de los picos, estas se interpolan en el calibrado obtenido
en el apartado 4.3, de manera que se obtiene la masa de metal en cada evento celular mediante
la ecuacion 2:

> — Xo)

m:T'V'dt'TE (2)

donde m serd la masa de metal en la célula, I cada una de las intensidades detectadas
para el evento, Xy vy X3 la ordenada en el origen y la pendiente calculadas en la regresién, v el
flujo, dt el tiempo de integracién y TE la eficiencia de transporte.

Debido al estado preliminar de este software y a que se consideran distintas implementacio-
nes para realizar la tarea, asi como la posibilidad de definir manualmente distintas condiciones
de deteccion y filtrado que dificilmente se pueden acomodar a una interfaz grafica, el cédigo
se adaptd a un notebook de Jupyter que permite interpretar y modificar el cédigo de forma
dindmica utilizando IPython. Una versiéon de script de Python equivalente esta disponible en el

apéndice D. El notebook original se puede encontrar en data_detector.ipynb.
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https://raw.githubusercontent.com/UO282759/UO282759_TFG/main/data_detector.ipynb

4.5. Manejo de errores

Los programas incluyen comprobaciones de errores para asegurar una operacion sin pro-
blemas: muestra mensajes de error si no se selecciona un archivo o nimeros al intentar generar
un grafico o leer datos y maneja errores de lectura de archivos mostrando mensajes de error
adecuados.

En el caso de la calibracion, se verifica la presencia de una masa seleccionada, asegura que
se proporcionen al menos tres puntos de datos para la calibracién y verifica que las concentra-
ciones ingresadas puedan convertirse a valores numéricos vélidos. Se muestran mensajes de error

apropiados en caso de entradas no validas o errores de lectura de archivos.

4.6. Aplicaciéon a un conjunto de datos experimentales

Se analizaron los datos obtenidos de células de paciente marcadas con *3Ir y 1™Lu. El
complejo de iridio que se intercala en el ADN se utilizé para filtrar todas las células, mientras
que el lutecio con el que se marcé el anticuerpo anti-CD20 se utilizé para identificar aquellas
que sobreexpresan CD20.

En primer lugar, se realizé el filtrado del archivo original para que incluya solamente las
masas de interés utilizando data_selector.py. El conjunto original de datos pesaba 9.2 GB y
el archivo modificado 443 MB.

A continuacién, se realizé la visualizaciéon de los datos con data_viewer.py, como se
muestra en la figura 7, donde se presenta una vista general de los datos y un zoom que destaca
dos evento con las masas correspondientes. Se puede observar como ambos contienen *3Ir, pero
solo uno de ellos presenta ademas '"°Lu. Esta visualizacién, que no esta disponible en el software
propietario del CyTOF, permite hacer una comprobacién rapida de la presencia de eventos y su
calidad asi como la presencia de varios is6topos en un solo evento.

Posteriormente, se construyé la recta de calibrado, utilizando data_calibrator.py, a
partir del andlisis de tres patrones elementales de concentraciones conocidas de lutecio entre 0.5
vy 5 ppb, que puede observarse en la figura 8.

Mediante data detector.ipynb, se llevd a cabo el filtrado de los eventos utilizando la
masa %3Ir, que debe estar presente en todas las células debido al intercalador de iridio utilizado
en el marcaje. A partir de los eventos encontrados de esta forma, se obtuvo el area integrada
para la masa !"Lu, correspondiente a la marca utilizada en el anticuerpo anti-CD20. Estas
integrales se interpolaron aplicando los coeficientes de la regresion en la ecuacién 2 para obtener

una lista de las masas de '">Lu por célula, utilizando para definir los eventos la masa de 3Ir a
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Figura 7: Gréficas generadas a partir de data viewer.py. (A) Vista general de
los datos. (B) Zoom en el que se pueden apreciar dos eventos de '*3Ir, uno con
ILu (a la izquierda) y otro sin él (derecha).

modo de seleccién.

Un esquema general de todo el proceso se puede observar en la figura 9.

Este conjunto de datos generado mediante el c6digo se compararé con el obtenido mediante
el método que se describié en la seccién 3.9 por SC-ICP-MS, para lo cual se realizdé un bozplot
que permite comparar la dos distribucién, tal como se muestra en la figura 10.

Pese a la diferencia en la dispersion de los datos, las medianas obtenidas y su rango
intercuartilico (IQR) estédn en el mismo orden de magnitud (SC-ICP-MS: 9 fg (IQR: 3 - 26 fg),
CyTOF: 12 fg (IQR: 10 - 17 fg)). Esto sugiere que el programa estd tratando adecuadamente
los datos obtenidos mediante el citometro de masas.

En los datos obtenidos mediante SC-ICP-MS, se observa una mayor dispersién de los
eventos, posiblemente debido a la incapacidad de descartar eventos generados por la llegada
simultdnea de dos o més células.

Estos eventos miltiples tienden a incrementar el tamano de la nube idnica, lo que tam-
bién prolonga la duracién del evento. Como se mencioné en el apartado 4.4, en el proceso de
integracion de los datos de CyTOF se han utilizado solo los eventos cuya duracién esta entre
10 y 150 puntos, descartando aquellos por debajo y por encima de este rango, eliminando por
tanto la mayoria de los picos correspondientes a multiples células. Sin embargo, en el caso de
SC-ICP-MS, no es posible eliminar estos eventos, ya que los tiempos de integraciéon superiores
hacen que solo haya un punto por evento, con lo que algunos de los puntos corresponden a
multiples células en lugar de a una sola.

Para comprobar la posibilidad de registrar eventos muiltiples, asi como de detectar distintas

poblaciones celulares se hizo un scatter plot de los datos de la masa “de selecciéon” y la “de
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Figura 9: Diagrama de bloques del procesado de los datos y su interaccién con
otros programas. La fila central es el detector de eventos (data detector.py).
Cuando se utiliza otro programa se menciona su nombre entre paréntesis.

interés”. En la figura 11 se distingue una poblacion de células con una muy baja concentracion
de lutecio (poblacién “A” en la figura) y una con una mayor concentraciéon del susodicho metal
(poblacién “B” en la figura). La poblacién “A”, por lo tanto, se puede considerar negativa en la
expresiéon de CD20, mientras que la poblacién “B” puede considerarse positiva en este marcador.
Esto es una muestra que viene de un paciente, por lo que no solo hay linfocitos que expresan
CD20, sino que puede haber otros tipos celulares que no expresen este marcador o lo hagan en
menor cantidad. Aquellas intensamente marcadas son las que considerariamos CD20+.

La presencia de estas dos poblaciones diferentes era ya previsible desde la visualizacién de
los datos, como se advertia en la figura 7.B. El pico de la derecha corresponderia a la poblacién

“A” y el pico de la izquierda a la poblacién “B”.
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Figura 10: “Bozplot” comparando la distribucién de las masas de " Lu por
célula obtenidos mediante SC-ICP-MS y CyTOF.

Se advierte la presencia de un tercer conjunto de evento , marcados “C” en la figura, que
tienen una alta intensidad en el marcador empleado para la definicién del evento celular, '93Ir.
Este tercer grupo puede corresponder tanto a eventos que incluyan més de una célula como a
un tercer tipo celular de mayor tamano. Esta posibilidad no se descarta debibo a la complejidad
de una muestra real de un paciente. La otra opcién es que este grupo corresponda a eventos
multiples en CyTOF. Se comprobé por un filtrado de los datos con numpy que estos eventos solo
representan un 6 % de los eventos totales.

La proporcién de posibles eventos multiples en CyTOF es muy baja con respecto a la
que se puede esperar en SC-ICP-MS, lo cual vendria a reforzar la idea de que las diferencias

de distribucion en el bozplot son fruto de la presencia de datos adicionales de alta masa en el

SC-ICP-MS.

4.7. Fortalezas

La innovacién metodolégica es destacable en este trabajo, ya que propone un enfoque que
ofrece nuevas perspectivas en las técnicas de andlisis celular.

La investigacién estd bien fundamentada en conceptos tedricos sélidos y utiliza técnicas
avanzadas de espectrometria de masas para asegurar la validez de los resultados obtenidos.

La relevancia biomédica del trabajo es notable, ya que la capacidad de analizar células in-
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Figura 11: “Scatter plot” en el que se distinguen una poblacién marcada con
poco lutecio e iridio (A), una intensamente marcada con lutecio con baja con-
centracién de iridio (B) y una intensamente marcada con lutecio con una alta
concentracién de iridio (C).

dividuales con una resolucién tan detallada tiene implicaciones significativas para el diagndstico,
incluyendo la identificacién de biomarcadores y el avance en terapias personalizadas.

La integracién de la espectrometria de masas de plasma acoplado inductivamente en la
citometria ofrece ventajas sobre aquella de flujo con marcadores fluorescentes convencionales al
permitir la deteccion simultanea de multiples elementos en una unica célula y con ello un analisis
mas detallado.

El uso de software libre permite a cualquier investigador que desee proseguir con el estudio
analizar de forma transparente el trabajo realizado y continuarlo sin necesidad de reimplementar

ninguna parte o encontrarse con limitaciones en el uso de aquellas ya desarrolladas.

4.8. Debilidades

El tamano de los trozos de archivo empleados en el procesamiento no deberia estar in-
crustrado en el codigo, sino que deberia calcularse en funcién del hardware (principalmente la
memoria RAM), asi como de los recursos disponibles en ese momento. Se consideré que este
refinamiento excede el objetivo de este trabajo.

La validacion de los resultados atin no posee una suficiente robustez estadistica. La reciente

iinstalacién del equipo en la Universidad de Oviedo y el atin limitado nimero de muestras al que
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se ha tenido acceso han limitado la cantidad de medidas experimentales que se han podido utilizar
en este Trabajo. Se ha de realizar un estudio en el que se midan las células del mismo paciente,
marcadas a la vez, asi como idear un método que permita descartar los eventos multiples en
SC-ICP-MS.

La implementacién de la técnica propuesto utilizando CyTOF puede ser compleja, al
requerir un equipamiento especializado y costoso y un conocimiento avanzado, dificultando su

adopcién generalizada en los laboratorios interesados en el andlisis celular de este tipo.
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5. Conclusiones

El programa desarrollado en este Trabajo permite a los investigadores, en primer lugar,
tener acceso a estos datos crudos que, de otra forma, quedarian ocultos en los archivos internos
del software propietario. Por otro lado, permite tener un control total de las operaciones de
tratamiento de los datos, que no siempre se detallan en los programas dedicados de la compania.
Ademsds, da acceso a toda la informacién de las medidas, incluyendo no solo la intensidad
integrada de cada evento, sino también a las duraciones, perfiles e informacién sobre el fondo
causado por especies idnicas, lo que aumenta el nivel de informacion analitica al que se puede

acceder y por tanto a la informacién biomédica asociada.
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Apéndices

En las siguiente secciones se incluyen los programas referidos a lo largo del documento.
Los metadatos incluidos en el cédigo sobre la licencia, la informacién del médulo y el autor han
sido eliminados por concisién en todos los archivos. Todo el cédigo se puede encontrar en el
repositorio (https://github.com/U0282759/U0282759_TFG) y en el enlace a cada archivo en el
apéndice correspondiente.

En el caso del detector de eventos del apéndice D, el archivo original es un notebook de
Jupyter y para poder mostrar el codigo en este documento, se incluye una version script equi-
valente del cédigo con elipsis (“...”) en las partes que se deberian modificar interactivamente
en el programa.

Se informa de que Dario Bagiiés Castro, quien escribe el presente Trabajo de Fin de Grado,
es el creador del cédigo y a quien corresponde atribucion por derechos de autor.

Todo el c6digo incluido es software libre: puede ser redistribuido y modificado bajo los
términos de la GNU General Public License tal como la publica la Free Software Foundation, ya
sea la versién 3 de la Licencia, o (a eleccién) cualquier versién posterior, pero sin ninguna ga-
rantia; ni siquiera la garantia implicita de comerciabilidad o aptitud para un propésito particular.

Para més detalles, se puede leer una copia de la licencia en https://www.gnu.org/licenses/.


https://github.com/UO282759/UO282759_TFG
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A. Selector de datos

data_selector.py

1| import mmap

import threading

3| import tkinter as tk
from tkinter import ttk, filedialog , messagebox
5
import pandas as pd
7
9| CHUNKSIZE = 1000000
11
def line_count (infile):
13 RN
Count the number of lines in a file.
15
Parameters:
17 infile (str): The path to the input file.
19 Returns:
int: The number of lines in the file.
21 9
lines = 0
23 with open(infile , "r+47) as f:

buf = mmap.mmap(f. fileno (), 0)
25 while buf.readline () :
lines 4= 1

27 return lines

29| def data_selector (masses, infile, outfile):

PR

31 Select specific columns from a file based on given masses and save to a new file.

33 Parameters:

masses (list of int): The masses to select.
35 infile (str): The path to the input file.
outfile (str): The path to the output file.

37
Yields:
39 float: The progress percentage of the operation.
95
41 with open(infile) as infile_r:
first_line = infile_r.readline().strip ()
43 available_masses = [int(x) for x in first_line.split () [2:]]
columns = [0] + [available_masses.index(int(i)) for i in masses]
45 lines = line_count(infile)
47 with open(outfile , "w”) as outfile:
outfile.write (”Push number\t” 4+ 7\t”.join(str (m) for m in masses) + 7\n”)
49 for chunk in pd.read-csv(infile , delimiter="\t", chunksize=CHUNKSIZE) :
chunk.iloc [:, columns].to_csv(outfile, index=False, header=False, sep="\t")
51 yield 100 — (1 — chunk.index[—1] / lines) =% 100

53| def save_selection ():

ERTE

55 Save the selected numbers to the output file (s).
57 if path_var.get () == 77:

messagebox.showerror (" Error”, "No file selected.”)
59 return
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61 selected_numbers = [number for number, var in number_vars.items () if var.get ()]

if selected_numbers:

63 save_path = []
for path in path_var.get().split(”\n”):
65 save_path.append (
filedialog .asksaveasfilename (
67 initialdir=path,
initialfile="".join(path.split(”/”)[—1].split (”.7)[:—1])
69 + 7 _modified . txt”,
defaultextension=".txt”,
71 filetypes=[(”"Text files”, ”"x.txt”), (7All files”, 7x.x7)],

73 )

if len(save_path) == len(path_var.get().split(”\n”)):
save_button.config(state=tk.DISABLED)
clear_button.config(state=tk.DISABLED)

~
ot

7 cancel_button.config(state=tk .NORMAL)
global thread-running
79 thread_-running = True
threading . Thread (
81 target=long_running_function ,
args=(selected_numbers , path_var.get(), save_path),
83 ).start ()
else:
85 messagebox.showerror (
7?Error”, ”"You need to select a save file for every input file.”
87 )
else:
89 messagebox.showerror (" Error”, "No numbers selected.”)

91| def long_-running_function (selected_numbers, paths, save_path):

ERTE

93 Execute the data selection process for each file in a separate thread.
95 Parameters:

selected_numbers (list of int): The selected masses.
97 paths (str): The input file paths.

save_path (list of str): The output file paths.

99 nry

paths = paths.split (”\n”)

101 for n, path in enumerate(paths):

if not thread_-running:

103 break
progress_var.set (f”File: {n+1}/{len(paths)}\tGetting file size...”)
105 for progress in data_selector (selected_numbers, path, save_path[n]):

if not thread_running:

107 break

progress_var.set (f” File: {n+1}/{len(paths)}\tProgress: {progress:.2f} %)
109 if thread-running:

progress_var.set (” Modified files saved.”)

111 else:

progress_var.set (”Operation canceled by user.”)

113
save_button.config (state=tk .NORMAL)

115 clear_button.config(state=tk.NORMAL)
cancel_button.config(state=tk.DISABLED)

117
def clear_selection ():
119 R
Clear all selections.
121 .
for var in number_vars.values():
123 var.set (False)

I1




125| def cancel_thread () :

»

127 Cancel the currently running thread.
RN

129 global thread_running
thread_-running = False

131

def select_file ():

133 nr
Open a file dialog to select input files and enable buttons based on available masses.
135 e
file_paths = filedialog.askopenfilenames ()
137 if file-paths:
available_masses = range (75, 210)
139 file_path_label.config(text="")
for file_path in file_paths:
141 try:
with open(file_path , ”r”) as f:
143 first_line = f.readline ()
new_masses = [int(x) for x in first_line.split () [2:]]
145 available_masses = [i for i in available_.masses if i in new_masses]|
except Exception as e:
147 messagebox.showerror (
”Error”, f”An error occurred while reading the file:\n{e}”
149 )
disable_buttons ()
151 else:
enable_buttons (available_masses)
153 path_var.set(”\n”.join (path for path in file_paths))
file_path_label.config(text=path_var.get())
155 else:
messagebox.showerror (" Error”, "No files selected.”)
157
def enable_buttons(available_masses):
159 e
Enable the checkbuttons based on available masses.
161
Parameters:
163 available_masses (list of int): The masses that are available in the selected file.
2 9 19
165 for num in range (75, 210):
if num in available_-masses:
167 number_vars [num]. set (False)
number_buttons [num]. state ([” ! disabled”])
169 else:

number_vars [num]. set (False)

171 number_buttons [num]. state ([” disabled”])

173 def disable_buttons () :

EEED

175 Disable all checkbuttons.

2

177 for num in range (75, 210):
number_vars [num]. set (False)

179 number_buttons [num].state (["disabled”])

181|# Create main window
root = tk.Tk()
183 root . title (?Data Selector”)

185|# Create a frame for the file selector

file_frame = tk.Frame(root)

187| file_frame . pack (padx=10, pady=10, anchor="w")

IIT




189 # Create a Label to display the file path
path_var = tk.StringVar ()
191| file_path_label = ttk.Label(

file_frame ,

193 textvariable=path_var,
width=50,
195 anchor="w" ,

relief="sunken” ,
197 justify="1left”,
)

199| file_path_label.grid (row=0, column=1)

201|# Create file selector button
file_button = ttk.Button(file_frame , text="Select Files”, command=select_file)

203| file_button . grid (row=0, column=0, padx=5)

205|# Create a frame to hold the Checkbuttons
frame = tk.Frame(root)

207| frame . pack (padx=10, pady=10)

209|# Create checkable buttons for numbers 75 to 209
number_vars = {}

211| number_buttons = {}

for num in range (75, 210):

213 var = tk.BooleanVar ()
chk = ttk.Checkbutton (frame, text=str(num), variable=var, state="disabled”)
215 chk.grid (row=(num — 75) // 10, column=(num — 75) % 10, padx=5, pady=5, sticky="w")
number_vars [num] = var
217 number_buttons [num] = chk
219|# Create save, clear, and cancel buttons
button_frame = tk.Frame(root)

221| button_frame . pack(pady=10)

223| save_button = ttk.Button(button_frame, text="Save”, command=save_selection)

save_button.pack(side=tk .LEFT, padx=5)

clear_button = ttk.Button(button_frame, text="Clear”, command=clear_selection)

227| clear_button .pack(side=tk .LEFT, padx=5)

229|# Create a Cancel button for the thread
cancel_button = ttk.Button(
231 button_frame , text="Cancel”, command=cancel_thread , state="disabled”

)

233| cancel_button.pack(side=tk .LEFT, padx=5)

235|# Create a progress label

progress_var = tk.StringVar ()

237| progress_label = ttk.Label(root, textvariable=progress_var)
progress_label.pack ()

239
# Initialize thread flag

241| thread_running = False

243|# Start GUI event loop

root . mainloop ()

v



B. Visor de los datos

data_viewer.py

I| import tkinter as tk

from tkinter import ttk, filedialog , messagebox

import numpy as np
5| import matplotlib.pyplot as plt
import matplotlib.style as mplstyle

~

9| def generate_plot ():

ERTE

11 Generate a plot of the selected mass data from the file.

13 This function reads the file specified in the path_var variable, extracts
the data corresponding to the selected mass numbers, and plots it using
15 matplotlib. If no file is selected or no mass numbers are selected , it shows

an error message.

17 nrn
selected_numbers = [number for number, var in number_vars.items () if var.get ()]
19 if path_var.get () == 77:
messagebox.showerror (” Error”, "No file selected.”)
21 return
23 if not selected_-numbers:
messagebox.showerror (" Error”, "No numbers selected.”)
25 return
27 with open(path_var.get(), encoding="utf—-8”) as f:
available = [int (m) for m in f.readline()[:—1].split ("\t”)[1:]]
29 masses = dict (zip(available, list (range(1l, len(available) + 1))))
31 try:
ar = np.loadtxt(
33 path_var.get (),
delimiter="\t",
35 skiprows=1,
usecols=[masses [m] for m in selected_numbers],
37 )
except OSError as e:
39 messagebox.showerror (" Error”, f”’An error occurred while reading the file:\n{e}”)
return
41
plt.plot(range(1l, ar.shape[0] 4+ 1), ar, label=selected_-numbers)
43 plt .legend (loc=1)
plt.xlabel (”time (pushes)”)
45 plt.ylabel(”intensity (arbitrary units)”)
47 # Show the plot in a regular pyplot window
plt .show ()
49

51| def clear_selection ():

ERED

53 Clear all mass number selections.

55 This function resets all mass number checkbuttons to an unchecked state.

ERTE

J

9]

for n in number_vars.values():

n.set (False)

59
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67

69

71

73

T

81

83

89

91

93

97

99

101

103

105

107

109

111

113

115

117

119

121

123

def

def

select_file ():

EEEY

Open a file dialog to select a file and enable relevant checkbuttons.

This function opens a file dialog for the user to select a file. It then reads
the available mass numbers from the file and enables the corresponding checkbuttons.
If an error occurs while reading the file, it shows an error message and disables
all checkbuttons.
9
file_path = filedialog .askopenfilename ()
if file_path:
available_masses = range (75, 210)

file_path_label.config(text="")

try:
with open(file_path , ”r”, encoding="utf—8”) as f:
first_line = f.readline ()
new_masses = [int(x) for x in first_line.split () [2:]]
available_masses = [i for i in available_masses if i in new_masses]

except OSError as e:
messagebox.showerror (
”Error”, f”An error occurred while reading the file:\n{e}”
)
disable_buttons ()
else:
enable_buttons (available_masses)
# Display each selected file path in the label
path_var.set (file_path)
file_path_label.config(text=path_var.get())
else:

messagebox.showerror (" Error”, "No file selected.”)

enable_buttons (available_masses):

EEEY

Enable checkbuttons for the available mass numbers.

This function enables the checkbuttons for the mass numbers that are available

in the selected file and disables the others.

Args:
available_masses (list): List of available mass numbers.
9
for n in range (75, 210):
if n in available_masses:
number_vars[n].set (False) # Uncheck by default
number_buttons[n].state ([”!disabled”])
else:
number_vars[n].set (False)

number_buttons[n].state ([” disabled”])

disable_buttons () :

ERTEY

Disable all mass number checkbuttons.

This function disables all mass number checkbuttons and sets their state to unchecked.

ERED

for n in range (75, 210):
number_vars [n].set (False)

number_buttons [n].state (["disabled”])

on_closing () :

VI




129

131

133

135

137

139

141

143

145

147

149

151

153

163

165

167

169

175

181

183

EEEY

Handle the window closing event.

function quits the Tkinter

attempts to close the
.quit ()

.destroy ()

mplstyle.use(” fast”)
# Create
tk.Tk()

root.title (”"Data Selector”)
root.protocol ("WMDELETE WINDOW” ,

main window

root

# Create a frame for the file selector

file_frame = tk.Frame(root)

file_frame .pack(padx=10, pady=10,

# Create a label to display the file

tk.StringVar ()
ttk.Label(

path_var

file_path_label =
file_frame ,
textvariable=path_var,
width=50,
anchor="w" |
relief="sunken” ,
justify="1left”,

)

file_path_label.grid (row=0, column=1)

# Create

file_button

file selector button

ttk .Button (file_frame ,

file_button . grid (row=0,

# Create mass selection checkbuttons

frame =

tk .Frame(root)
frame . pack (padx=10, pady=10)

checkable

{3

# Create buttons

number_vars
number_buttons

{}

range (75,

for num in 210):
var = tk.BooleanVar ()
chk = ttk.Checkbutton (frame,

chk.grid (row=(num — 75) // 10,

number_vars [num] = var
number_buttons [num] = chk
# Create view and clear buttons

button_frame

tk .Frame(root)
button_frame.pack(pady=10)
ttk . Button (button_frame,

save_button

save_button .pack(side=tk .LEFT, padx=5)

clear_button ttk .Button (button_frame ,

clear_button.pack(side=tk .LEFT, padx=5)

# Start GUI

root .mainloop ()

event loop

main

application

text="Select

for

text=str (num) ,

loop and destroys the root window when the

window .

on_closing)

anchor="w")

path

Files” , command=select_file)

column=0, padx=5)

numbers 75 to 209

variable=var, state="disabled”)

column=(num — 75) % 10, padx=5, pady=5, sticky="w")
text="View” , command=generate_plot)
text="Clear” , command=clear_selection)

VII




~

19

21

35

39

41

43

45

49

53

59

C. Calibracion de los datos

data_calibrator.py

import tkinter as tk

from tkinter import ttk,
import numpy as np

from matplotlib

def m(x, w):

EEED

filedialog ,

import pyplot as

messagebox

plt

Calculate the weighted mean.

Parameters:

x (array—like):
w (array—like):
Returns:

float : Weighted mean

ERTE

Values .

Weights .

of x.

return np.sum(x * w) / np.sum(w)

cov(x, y, w):

ERED

Jalculate the weighted

Parameters:

covariance .

of the first variable.

of the second variable.

x (array—like): Values
y (array—like): Values
w (array—like): Weights.

Returns:

float : Weighted

EEED

return np.sum(w *

corr(x, y, w):

EEED

Calculate the weighted

Parameters:

covariance

(x — m(x, w)) =*

of x and y.

(y = m(y, w))) / np.sum(w)

correlation .

of the first variable.

of the second variable.

x (array—like): Values
y (array—like): Values
w (array—like): Weights.

Returns:
float: Weighted

ERTEY

return cov(x,

wls (x, y, w):

EEED

Perform weighted least

Parameters:

x (array—like):

correlation

y, w) / mnp.sqgrt(cov(x,

Independent

of x and y.

x, w) x cov(y, y, w))

squares regression.

variable wvalues.

y (array—like):

w (array—like):

Dependent variable

Weights .

values .

VIII
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81

89
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95
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103

105

107

109
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115
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121

123

Returns:
tuple: (slope, intercept, r_squared) of the regression line.
¢ = corr(x, y, w)
slope = ¢ * np.std(y) / np.std(x)
intercept = m(y, w) — m(x, w) x slope
return slope, intercept, c#*x*2
class CalibrationApp:
77?” Application for performing calibration using weighted least squares regression.”””
def __init_-_(self, root):
9
Initialize the CalibrationApp.
Parameters:
root (tk.Tk): Root window of the Tkinter application.
self .root = root
self .root.title (” Calibration”)
self .rows = []
self.create_widgets ()
def create_widgets(self):

””” Create and layout the widgets

# Container frame for rows

self.frame = ttk.Frame(self.root)
self.frame.pack(padx=10, pady=10,
# Create

initial rows

for _ in range(3):

self.add_row ()

for

fill=tk .BOTH,

ERTEY

the application.

expand=True)

# Bottom row with ”Add Row” and ” Calibrate” buttons
self .bottom_frame = ttk.Frame(self.root)
self.bottom_frame.pack(padx=10, pady=10, fill=tk.X)

self.add_button = ttk.Button (

self .bottom_frame ,

)

self.add_button.pack(side=tk .LEFT,

self.calibrate_button = ttk.Button(

self .bottom_frame ,

)

self.calibrate_button.pack(side=tk.LEFT,

self . mass_label =

text="Add Row” ,

text="Calibr

command=self.add_row

padx=5)

ate” , command=self.calibrate

padx=5)

ttk.Label(self.bottom_frame)

self . mass_label.configure (text="Mass:”)

self . mass_label.pack(side=tk .LEFT,
validate_mass = (self.frame.registe
ttk.Entry (

width=4,

self.mass_entry =
self.bottom_frame ,

)

self . mass_entry.insert (0,

)
self . mass_entry.pack(side=tk .LEFT,

def add-row (self):
777 Add a

new row to the application

row_frame = ttk.Frame(self.frame)

validate="key” ,

padx=5)

r(str.isdigit), "%P")

validatecommand=validate_mass

padx=5)

for selecting files and entering

IX

concentrations .”””




row_frame.pack ( fill=tk.X, pady=2)
125
delete_button = ttk.Button(
127 row_frame, text="Delete”, command=lambda rf=row_frame: self.delete_row (rf)
)
129 delete_button .pack(side=tk .LEFT, padx=5)
131 file_button = ttk.Button(
row_frame, text="Select File”, command=lambda: self.select_file (row_-frame)
133 )
file_button .pack(side=tk .LEFT, padx=5)
135
file_-label = ttk.Entry(row_frame, state="readonly”, width=30)
137 file_-label .pack(side=tk .LEFT, padx=5)
139 validate_concentration = (
self.frame.register (self.validate_calibration_number),
141 7 S
)
143
concentration_entry = ttk.Entry(
145 row_frame , width=10, validate="key”, validatecommand=validate_concentration
)
147 concentration_entry.insert (0, 70.0e00”)
concentration_entry .pack(side=tk .LEFT, padx=5)
149
mass_label = ttk.Label(row_frame)
151 mass_label.configure (text="ppb”)
mass_label.pack(side=tk .LEFT)
153
self .rows.append ((row_frame, file_label , concentration_entry))
155
def delete_row (self, row_frame):
157 non
Delete a specified row from the application.
159
Parameters:
161 row_frame (ttk.Frame): Frame of the row to be deleted.
90
163 for widget in row_frame.winfo_children ():
widget . destroy ()
165 row_frame.destroy ()
self .rows = [row for row in self.rows if row[0] != row_frame]
167
def select-file(self, row_frame):
169 nrr
Open a file dialog to select a file and update the corresponding row’s file label.
171
Parameters:
173 row_frame (ttk.Frame): Frame of the row where the file was selected.
175 file_path = filedialog .askopenfilename ()
if file_path:
177 for row in self.rows:
if row[0] == row_frame:
179 row [1]. config (state=tk .NORMAL)
row [1]. delete (0, tk.END)
181 row [1].insert (0, file_path)
row [1]. config(state="readonly”)
183
def calibrate(self):
185 ”?” Perform calibration using the selected files and entered concentrations.”””
x =[]
187 y =[]




191

193

195

197

199

201

203

205

207

209

219

227

229

239

241

243

249

251

s =1

if not (self.mass_entry.get()):

messagebox.showerror (”Error”, ”"No mass selected for the calibration.”)
return
mass = int(self.mass_entry.get())

if len(self.rows) < 3:

messagebox.showerror (

7"Error”, ”"At least three points are needed for the calibration.”
)
return
for _, file_label , concentration_entry in self.rows:
try:
file_path = file_label.get ()
with open(file_path , ”r”, encoding="utf-8”) as f:
first_line = f.readline ()
new_masses = [int(x) for x in first_line.split () [2:]]

if mass not in new_masses:
messagebox.showerror (

”Error” ,

f”Mass {mass} not in available masses {new_masses} in file

)
return
else:

signal = np.loadtxt (
file_path ,
delimiter="\t",
skiprows=1,
usecols=[new_masses.index (mass) + 1],

)

except OSError as e:

messagebox.showerror (

”Error”, f?An error occurred while reading the file:\n

)

return
x.append (float (concentration_entry.get()))
y.append (np.mean(signal))
s.append (np.std (signal))

x = np.array (x)
y = np.array (y)
s = np.array(s)

w =1/ s*x%2

slope, intercept, r2 = wls(x, y, w)
xp = [x.min(), x.max()]
pred = np.array ([intercept + x.min() * slope, intercept + x.max()

plt.figure ()

# Plot the results
plt.errorbar (
X,
Y
yerr=s,
linestyle="none” ,
marker=".",
color="b",
capsize=5,

label="calibration points \pm SD”,
plt.plot (

Xp,
pred ,

XI

fe}

* slope])

»

{file_path }.’

s
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label=f"regression: I = {slope:.4f} * [C] + {intercept:.

)

plt.grid(linestyle=":")
plt.ylabel(”intensity (arbitrary units)”)
plt .xlabel(”concentration (ppb)”)
plt.legend ()

plt .show ()

def validate_calibration_number (self, mass):

EEED

Validate if the input string can be converted to a float.

Parameters:

mass (str): Input string to validate.

Returns:
bool: True if valid float , False otherwise.
try:

float (mass)

return True
except ValueError:

self.frame.bell ()

return False

»

—-name__. == " __main__":

root = tk.Tk()
app = CalibrationApp (root)

root.mainloop ()
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D. Detector de eventos

Versién script de data_detector.ipynb

# #44# IMPORTS

N

import sys

import numpy as np

o

import scipy.signal

from matplotlib import pyplot as plt

]

# ### CONFIGURATION
10
DATADIR # set to the directory containing data
DATASET = ... # set to the filename of the data
LOAD_MASSES = (142, 175, 193, 195)

14| MIN.EVENT_LENGTH = 10

MAX EVENT_LENGTH = 150

MASS_FOR_SELECTION = 193

MASS_OF_INTEREST = 175

-
N

16

# #4H MAIN

# #### Generate numpy array
22
with open (DATADIR / DATASET) as f:

24 available = [int(m) for m in f.readline()[:—1].split(”\t”) [1:]]
masses = dict (zip(available, list (range(1l, len(available) + 1))))

for mass in LOAD-MASSES:
28 assert (
mass in masses

30 ), f”Mass {mass} not in the available masses:{’, ’.join(m for m in masses)}”

32| ar = np.loadtxt (
DATADIR / DATASET,
34 delimiter="\t",

skiprows=1,

36 usecols=[masses [m] for m in LOAD_MASSES],
)
38
print (
40 f”Loadad array with {ar.shape[l]} columns and {ar.shape[0]} rows, with a size of {sys
} bytes.”
)
42

mass_dict = dict (zip (LOAD-MASSES, range (len (LOAD-MASSES))))

# ##4+# Get all peaks

events_by_mass = {}

48| for i in range(ar.shape[1l]):

peaks = scipy.signal.find_peaks(

50 ar[:, i], width=(MIN.EVENT_LENGTH, MAXEVENT_LENGTH)
) [0]

52 if not peaks.size:

print (?Could,’t detect any event for mass”, LOADMASSES[i])

54 peak_widths = scipy.signal.peak_widths(ar[:, i], peaks, rel_height=1.0)

left = peak_widths [2]
56 right = peak_widths [3]

events_by_mass [LOADMASSES[i]] = list (zip(left.astype(int), right.astype(int)))
8

XIII

.getsizeof (ar)



https://raw.githubusercontent.com/UO282759/UO282759_TFG/main/data_detector.ipynb

60

62

64

66

68

70

76

80

82

84

86

90

# ##H## Get the integral of every event

sum_-I = np.array (
[
i
for i in [
np.sum(ar [side [0] : side[1l], mass_dict [MASS_.OFINTEREST]] ,
for side in events_by_mass [MASS_FOR_SELECTION]
]
]
)
#
DT = 13e—6 # 13 us == 13e-6 s
FLOW = 0.5 # 30 uL/min == 0.5 uL/s
TE = 0.1 # 0.1 = 10 %
# 1 ppb == 1 ng/mL == 1 fg/uL
X0 = ... # insert value from calibrate
X1l = ... # insert value from calibrate
event_mass_interest = (sum.I — X0) / X1 % DT = FLOW / TE

# #44# VALIDATION

icp = ... # load the icp data as an array—like

plt.figure ()

plt.boxplot ((icp, event_mass_interest[event_mass_interest < 120]))
plt.gca().set_xticklabels ([?SC-ICP-MS” , "CyTOF”])
plt.gca().set_ylabel ("mass (fg)”)

plt .show ()

axis=0)

XIV




	Introducción
	Espetrometría de masas elemental
	Cuantificación en ICP-MS
	Análisis multiparamétrico de células mediante ICP-MS: citometría de masas
	Manejo de datos en citometría de masas
	Uso de software libre en la ciencia

	Objetivos
	Reducción del tamaño de los archivos de datos
	Visualización de los datos crudos en gráficas intensidad frente a tiempo
	Detección e integración de los eventos
	Cuantificación

	Material y métodos
	Instrumentación
	Formato de los datos crudos
	Marcado de anticuerpos con metales
	Preparación de células
	Tinción de células con anticuerpos de superficie
	Fijación de células
	Tinción de células con Cell-ID Intercalator-Ir
	Muestras
	Validación
	Código
	Uso de software libre

	Resultados y discusión
	Reducción del tamaño de los archivos
	Visualización de los datos
	Calibrado instrumental
	Detección e integración de eventos
	Manejo de errores
	Aplicación a un conjunto de datos experimentales
	Fortalezas
	Debilidades

	Conclusiones
	Bibliografía
	Selector de datos
	Visor de los datos
	Calibración de los datos
	Detector de eventos

