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Tematem rozprawy jest analiza porównawcza sieci interakcji białko-białko
pomiędzy gatunkami. Problem ten znajduje się w obszarze zainteresowań
ewolucyjnej biologii systemów [1], dziedziny, której celem jest badanie ogól-
nych reguł organizacji i działania maszynerii komórkowej (w przeciwieństwie
do szczegółowego badania jej elemetów). Nowe technologie eksperymentalne,
między innymi system dwu-hybrydowy oraz spektrometria mas, pozwala-
ją na badanie oddziaływań między białkami na skalę całego proteomu. W
efekcie dla każdego zbadanego organizmu powstaje złożona sieć, w której
węzłami są białka danego gatunku, a krawędziami - fizyczne interakcje mię-
dzy białkami. Sieci te wykazują ciekawe własności stanowiące bieżący temat
teoretycznych badań biologów ewolucyjnych, a także matematyków i fizy-
ków. Są one bezskalowe i charakteryzują się dużą modularnością oraz małą
średnicą. Z praktycznego punktu widzenia, najważniejszym problemem jest
systematyczna analiza dużych sieci. Wymaga ona rozwoju nowych modeli
i narzędzi bioinformatycznych [2]. Istotną rolę pełnią tu metody genomiki
porównawczej, zestawiające ze sobą dane różnych gatunków.

Pierwsze rozdziały rozprawy mają charakter wstępny. Przedstawiają me-
tody analizy ewolucji sekwencji białek, wybrane modele losowych grafów oraz
model sieci Bayesowskich. Kolejne trzy rozdziały opisują główny wynik ba-
dań, jakim jest opracowanie nowej metody porównywania sieci pomiędzy róż-
nymi gatunkami, opartej na modelu ewolucyjnym i analizie filogenetycznej.
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Metoda ta identyfikuje ewolucyjnie zachowane podsieci, które często odpo-
wiadają funkcjonalnym kompleksom białkowych lub szlakom przekazywania
sygnałów w komórce. W efekcie pozwala to na wyróżnienie w sieci współ-
pracujących ze sobą modułów, odpowiedzialnych za kluczowe (silnie konser-
wowane) funkcje komórkowe. Osobnym zastosowaniem opracowanej metody
jest przewidywanie interakcji w danym gatunku na podstawie interakcji u
innych gatunków – uwzględniana jest przy tym relacja ewolucyjna pomiędzy
odpowiednimi białkami.

Przedstawię teraz zarys badań nad modelowaniem i analizą sieci interakcji
białek oraz streszczę wyniki opracowane w rozprawie.

Modele ewolucji sieci interakcji białek. Matematyczną reprezentacją
sieci interakcji białek jest graf, w którym węzły odpowiadają białkom, a
krawędzie reprezentują oddziaływania między nimi. Do opisu i porównywa-
nia sieci często wykorzystuje się globalne własności grafów, takie jak: roz-
kład stopni wierzchołków, średnica, a także tzw. współczynnik klasteryzacji.
W kontekście zrozumienia procesów kształtowania się sieci interakcji białek,
interesujące jest porównanie własności obserwowanych sieci z własnościami
grafów losowych, przy ustalonym modelu stochastycznym. W odniesieniu do
wielu rzeczywistych sieci białek (także wielu innych występujących w natu-
rze sieci) zaobserwowano [3], że istotnie różnią się one od tych generowanych
przez klasyczne modele grafów losowych (model Erdősa i Rényi oraz model
Gilberta [4]). Powstała więc potrzeba opracowania nowych modeli, dokład-
niej opisujących obserwowane sieci. Jednym z lepiej zbadanych dotychczas
modeli jest model sieci bezskalowych (o potęgowym rozkładzie stopni wierz-
chołków) zaproponowany przez Bollobása [5, 6, 7]. Model ten nie uwzględnia
jednak biologicznych procesów zmieniających sieci białkowe.

W modelowaniu sieci interakcji białek kluczowe jest uwzględnienie spo-
sobu ich zmian w procesie ewolucji. Przyjmuje się, że obserwowane sieci po-
wstały z mniejszych sieci przodków ewolucyjnych poprzez duplikacje białek
oraz ich mutacje, zmieniające oddziaływania. Do opisu tego procesu zapro-
ponowano tzw. model duplikacyjny [8, 9]. W rozprawie przedstawiona jest
specyficzna wersja tego modelu [10], oparta dodatkowo na uzgodnionych drze-
wach filogenetycznych [11, 12]. Model ten jest zastosowany do wnioskowania
o interakcjach między białkami na wcześniejszych etapach ewolucji.
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Rysunek 1: Schemat algorytmu odtwarzania historii ewolucji sieci interakcji bia-
łek. W części (A) pokazane są przykładowe fragmenty wejściowych sieci trzech
gatunków. W części (B) na podstawie porównania sekwencji białek nastepuje po-
dział na rodziny. W części (C) dla każdej rodziny budowane jest drzewo filogene-
tyczne, które jest następnie uzgadniane z drzewem gatunków (grube drzewo). W
wyniku uzgodnienia następuje ustalenie zjawisk duplikacji (pełny szary kwadrat),
specjacji (linia pozioma) i strat białek (przerywany prostokąt). Na podstawie obser-
wowanych interakcji z dzisiejszych gatunków, drzew filogenetycznych oraz modelu
ewolucji sieci, obliczone jest prawdopodobieństwo a posteriori krawędzi w sieci
ewolucyjnego praprzodka (zielone węzły).
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Porównywanie sieci pomiędzy gatunkami. Problem porównywania sie-
ci biologicznych pomiędzy gatunkami znany jest w literaturze jako uliniowie-
nie (ang. alignment) sieci. Celem lokalnego uliniowienia jest identyfikacja
wspólnych, ewolucyjnie zachowanych podsieci (modułów), w których homo-
logiczne (pochodzące od wspólnego przodka) białka mają podobne wzorce
połączeń u różnych gatunków. Motywacją do tego typu poszukiwań jest po-
wszechny pogląd, iż ewolucyjna konserwacja danego modułu sieciowego im-
plikuje istotną funkcję tego modułu w systemie komórkowym. W jednej z
pierwszych prac porównujących sieci białkowe [13], autorzy zaproponowali
algorytm wyszukiwania zachowanych ewolucyjnie ścieżek prostych w sieciach
dwóch gatuntów. Ścieżki interakcji odpowiadają tu biologicznym szlakom
sygnałowym. Ta sama grupa badawcza zaproponowała algorytm odkrywania
ewolucyjnie zachowanych, gęsto połączonych podsieci, potencjalnie odpowia-
dających kompleksom białkowym [14]. W artykule przeglądowym, podsumo-
wującym rozwój metod uliniowienia sieci [15], zwrócono uwagę na istotne
problemy związane z wcześniejszymi rozwiązaniami. Większość z nich mogła
porównywać najwyżej dwie lub trzy sieci jednocześnie, ze względu na wykład-
niczy, względem liczby sieci, rozmiar sformułowanego zadania obliczeniowego.
Żadna z metod nie była także, w istotny sposób, oparta na modelu ewolucji
interakcji, a jedynie na heurystycznych funkcjach oceny uliniowienia.

W rozdziale piątym rozprawy przedstawiam nową metodę lokalnego uli-
niowienia sieci interakcji białek wielu organizmów, która wykorzystuje mo-
del ewolucyjny [10]. Metoda odtwarza interakcje między białkami na każdym
etapie ewolucji, łącznie z siecią praprzodka wszystkich wejściowych gatun-
ków. Rozwiązanie to pozwala na wgląd w procesy kształtowania się sieci
oraz umożliwia stawianie hipotez co do przebiegu ewolucji sieci interakcji u
różnych gatunków. Na początku rekonstruowana jest filogenetyczna histo-
rię ewolucji każdej z rodzin białek występujących w wejściowych gatunkach
(por. Rys. 1). Na podstawie drzew filogenetycznych oraz modelu ewolocji bu-
dowana jest sieć Bayesowska (por. [16]), reprezentująca zależności pomiędzy
interakcjami na poszczególnych etapach ewolucji (por. Rys. 2). Ze względu
na drzewiastą strukturę otrzymanej sieci Bayesowskiej, możliwe jest zastoso-
wanie efektywnego algorytmu Pearla [17] do obliczenia rozkładu a posteriori
każdej zmiennej losowej, pod warunkiem ustalonych zmiennych (danych o ob-
serwowanych interakcjach). W odtworzonej sieci praprzodka identyfikowane
są najsilniejsze składowe, które odpowiadają ewolucyjnie zachowanym modu-
łom. Opracowana metoda zastała zastosowana do uliniowienia sieci drożdża
(S. cerevisiae), muchy (D. melanogaster) i robaka (C. elegans). Algorytm zi-
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Rysunek 2: (A) Schemat ewolucji interakcji pomiędzy elementami dwóch rodzin
białek. Ewolucja poszczególnych rodzin jest zadana poprzez drzewa filogenetycz-
ne. Pojawienie się krawędzi (przerywane łuki) na danym etapie ewolucji zależy od
istnienia interakcji na poprzednim etapie. Potencjalna interakcja pomiędzy biał-
kami praprzodka (fioletowe węzły) zostanie zachowana, z pewnym prawdopodo-
bieństwem, pomiędzy odpowiednimi białkami w sieci czerwonej lub zielonej (po
specjacji). Podobnie dzieje się w przypadku duplikacji czerwonego białka. W obu
przypadkach możliwe jest też pojawienie się nowej krawędzi. Każdą krawędź z
obecnych dzisiaj gatunków obserwujemy, z pewnym prawdopodobieństwem, w da-
nych eksperymentalnych. Z określonym prawdopodobieństwem pojawiają się tam
także fałszywe krawędzie. (B) Każdej potencjalnej interakcji, oraz każdej danej ek-
perymentalnej przypisana jest zmienna losowa. W ten sposób powstaje sieć Bay-
esowska o strukturze drzewa. Przy użyciu algorytmu Pearla, który wysyła lokalne
wiadomości między węzłami (kolorowe strzałki), liczone jest prawdopodobieństwo
a posteriori każdej krawędzi pod warunkiem wszystkich danych ekperymentalnych.
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dentyfikował wiele zachowanych modułów, spośród których część dobrze pa-
suje do znanych kompleksów drożdżowych (według referencyjnej bazy MIPS).
Eksperymenty przedstawione w rozprawie wykazały również, że zapropono-
wana metoda wykrywa więcej potwierdzonych modułów niż wcześniejszy al-
gorytm [14].

Integracja danych eksperymentalnych i przewidywanie nowych od-
działywań. W rozdziale szóstym przedstawiam rozwinięcie wcześniejszej
metody i zastosowanie jej do integracji i poprawiania odziaływań białko-
białko w badanych gatunkach [18]. Ze względu na ograniczenia technologicz-
ne, aktualne dane eksperymentalne o interakcjach są niekompletne, a także
zawierają dużo wyników fałszywych. Uwzględnienie danych z wielu espery-
mentów, a także ich integracja pomiędzy gatunkami pozwala ocenić wiary-
godność poszczególnych interakcji oraz przewidzieć brakujące oddziaływania.
Zaproponowany model w naturalny sposób umożliwia przepływ informacji o
interakcjach pomiędzy parami białek, uwzględniając relacje ewolucyjne (por.
Rys. 2). Przy jego użyciu obliczyłem zintegrowane sieci interakcji dla sied-
miu organizmów eukariotycznych: rzodkiewnika (A. thaliana), drożdża (S.
cerevisiae), muchy (D. melanogaster), robaka (C. elegans), szczura (R. no-
rvegicus ), myszy (M. musculus) oraz człowieka (H. sapiens). Ekperymenty
przeprowadzone z użyciem referencyjnych baz danych (m.in. Gene Ontology,
MIPS i HPRD) sugerują, że zintegrowane zbiory danych są lepsze niż wejścio-
we. Udało się także przewidzieć wiele interakcji w oparciu o dane z innych
gatunków. Wyniki wykazują również przewagę proponowanej metody nad
wcześniej zaproponowanymi podejściami [19, 20]. Rozprawa zawiera opis kil-
ku przykładów znanych kompleksów białkowych, w obrębie których udało się
skutecznie przewidzieć interakcje. Opierając się na wynikach eksperymentów,
przedstawiam też hipotezę o domniemanych interakcjach w słabo poznanym
kompleksie SWI/SNF (remodelującym chromatynę) w A. thaliana.

Estymacja parametrów modelu ewolucyjnego. W rozdziale siódmym
przedstawiam algorytm do estymacji parametrów opracowanego modelu ewo-
lucyjnego. Algorytm stosuje schemat Expectation Maximization (EM), słu-
żący do estymacji parametrów według zasady największej wiarygodności w
sytuacji, gdy niektóre zmienne są ukryte [21]. Algorytm dla opisanego mode-
lu ewolucji sieci jest rozwinięciem dobrze znanego algorytmu Bauma-Welcha,
który estymuje parametry w ukrytych modelach Markowa. Opracowany al-

6



gorytm jest zastosowany do estymacji parametrów dwóch modeli ewolucji
interakcji. Model pierwszy zakłada, że interakcje pomiędzy elementami da-
nych rodzin są zachowane ewolucyjnie. Model drugi odpowiada losowej ewo-
lucji sieci. Udało się pokazać, że parametry ewolucji obliczone dla znanych
szlaków sygnałowych i kompleksów białkowych różnią się istotnie od tych,
obliczonych na podstawie losowo wybranych fragmentów sieci. Jest to cie-
kawy wynik, który może posłużyć do konstrukcji metody dyskryminacyjnej
przypisującej rozpatrywaną parę rodzin do jednego z modeli według zasady
największej wiarygodności. Na tej podstawie budowana jest sieć współpra-
cujących ze sobą (w sensie interakcji) rodzin białek. Porównanie z bazą Gene
Ontology wykazało, że moduły w tej sieci mają istotne statystycznie anotacje
funkcjonalne.

Ostatni rozdział rozprawy zawiera podsumowanie przeprowadzonych ba-
dań i głównych wyników. Przedstawia też możliwe kierunki rozwoju opraco-
wanej metody oraz jej dalszych zastosowań.
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