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Ewolucja sieci oddzialywan biatko-biatko

Janusz Dutkowski

Tematem rozprawy jest analiza poréwnawcza sieci interakcji biatko-biatko
pomiedzy gatunkami. Problem ten znajduje sie w obszarze zainteresowan
ewolucyjnej biologii systeméw [1], dziedziny, ktorej celem jest badanie ogdl-
nych regul organizacji i dziatania maszynerii komérkowej (w przeciwienstwie
do szczegbtowego badania jej elemetéw). Nowe technologie eksperymentalne,
miedzy innymi system dwu-hybrydowy oraz spektrometria mas, pozwala-
ja na badanie oddziatywan miedzy biatkami na skale catego proteomu. W
efekcie dla kazdego zbadanego organizmu powstaje ztozona sie¢, w ktorej
weztami sg biatka danego gatunku, a krawedziami - fizyczne interakcje mie-
dzy biatkami. Sieci te wykazuja ciekawe wlasnosci stanowigce biezacy temat
teoretycznych badan biologéw ewolucyjnych, a takze matematykéw i fizy-
kow. Sa one bezskalowe i charakteryzuja sie duza modularnoscia oraz mata
Srednicg. Z praktycznego punktu widzenia, najwazniejszym problemem jest
systematyczna analiza duzych sieci. Wymaga ona rozwoju nowych modeli
i narzedzi bioinformatycznych [2]. Istotna role pelnig tu metody genomiki
porownawczej, zestawiajace ze sobg dane réznych gatunkow.

Pierwsze rozdzialy rozprawy maja charakter wstepny. Przedstawiajg me-
tody analizy ewolucji sekwencji biatek, wybrane modele losowych graféw oraz
model sieci Bayesowskich. Kolejne trzy rozdziaty opisuja gtowny wynik ba-
dan, jakim jest opracowanie nowej metody poréwnywania sieci pomiedzy ro6z-
nymi gatunkami, opartej na modelu ewolucyjnym i analizie filogenetycznej.



Metoda ta identyfikuje ewolucyjnie zachowane podsieci, ktore czesto odpo-
wiadajg funkcjonalnym kompleksom biatkowych lub szlakom przekazywania
sygnatéow w komorce. W efekcie pozwala to na wyrdznienie w sieci wspot-
pracujacych ze soba modutéw, odpowiedzialnych za kluczowe (silnie konser-
wowane) funkcje komérkowe. Osobnym zastosowaniem opracowanej metody
jest przewidywanie interakcji w danym gatunku na podstawie interakcji u
innych gatunkow — uwzgledniana jest przy tym relacja ewolucyjna pomiedzy
odpowiednimi biatkami.

Przedstawie teraz zarys badan nad modelowaniem i analizg sieci interakcji
biatek oraz streszcze wyniki opracowane w rozprawie.

Modele ewolucji sieci interakcji biatek. Matematyczng reprezentacja
sieci interakcji biatek jest graf, w ktorym wezty odpowiadaja biatkom, a
krawedzie reprezentuja oddziatywania miedzy nimi. Do opisu i poréwnywa-
nia sieci czesto wykorzystuje sie globalne wtasnosci grafow, takie jak: roz-
ktad stopni wierzchotkow, srednica, a takze tzw. wspétczynnik klasteryzacji.
W kontekscie zrozumienia proceséw ksztattowania sie sieci interakcji biatek,
interesujace jest poroéwnanie wtasnosci obserwowanych sieci z wtasnosciami
grafow losowych, przy ustalonym modelu stochastycznym. W odniesieniu do
wielu rzeczywistych sieci bialek (takze wielu innych wystepujacych w natu-
rze sieci) zaobserwowano [3], ze istotnie réznig sie one od tych generowanych
przez klasyczne modele graféw losowych (model Erdésa i Rényi oraz model
Gilberta [4]). Powstata wigc potrzeba opracowania nowych modeli, doktad-
niej opisujacych obserwowane sieci. Jednym z lepiej zbadanych dotychczas
modeli jest model sieci bezskalowych (o potegowym rozkladzie stopni wierz-
choltkéw) zaproponowany przez Bollobéasa [5, 6, 7]. Model ten nie uwzglednia
jednak biologicznych proceséw zmieniajacych sieci biatkowe.

W modelowaniu sieci interakcji biatek kluczowe jest uwzglednienie spo-
sobu ich zmian w procesie ewolucji. Przyjmuje sie, ze obserwowane sieci po-
wstaly z mniejszych sieci przodkéw ewolucyjnych poprzez duplikacje biatek
oraz ich mutacje, zmieniajace oddzialywania. 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 miedzy biatkami na wczesniejszych etapach ewolucji.
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Rysunek 1: Schemat algorytmu odtwarzania historii ewolucji sieci interakcji bia-
tek. W czesci (A) pokazane sa przykladowe fragmenty wejsciowych sieci trzech
gatunkéw. W czesci (B) na podstawie poréwnania sekwencji bialek nastepuje po-
dzial na rodziny. W czesci (C) dla kazdej rodziny budowane jest drzewo filogene-
tyczne, ktére jest nastepnie uzgadniane z drzewem gatunkéw (grube drzewo). W
wyniku uzgodnienia nastepuje ustalenie zjawisk duplikacji (pelny szary kwadrat),
specjacji (linia pozioma) i strat bialek (przerywany prostokat). Na podstawie obser-
wowanych interakcji z dzisiejszych gatunkéw, drzew filogenetycznych oraz modelu
ewolucji sieci, obliczone jest prawdopodobienstwo a posteriori krawedzi w sieci
ewolucyjnego praprzodka (zielone wezly).



Poréwnywanie sieci pomiedzy gatunkami. Problem poréwnywania sie-
ci biologicznych pomiedzy gatunkami znany jest w literaturze jako uliniowie-
nie (ang. alignment) sieci. Celem lokalnego uliniowienia jest identyfikacja
wspélnych, ewolucyjnie zachowanych podsieci (modutéw), w ktérych homo-
logiczne (pochodzace od wspdlnego przodka) biatka maja podobne wzorce
potaczen u réznych gatunkéw. Motywacja do tego typu poszukiwan jest po-
wszechny poglad, iz ewolucyjna konserwacja danego modutu sieciowego im-
plikuje istotna funkcje tego modutu w systemie komérkowym. W jednej z
pierwszych prac poréwnujacych sieci biatkowe [13], autorzy zaproponowali
algorytm wyszukiwania zachowanych ewolucyjnie Sciezek prostych w sieciach
dwoch gatuntéw. Sciezki interakeji odpowiadaja tu biologicznym szlakom
sygnatowym. Ta sama grupa badawcza zaproponowata algorytm odkrywania
ewolucyjnie zachowanych, gesto potaczonych podsieci, potencjalnie odpowia-
dajacych kompleksom biatkowym [14]. W artykule przegladowym, podsumo-
wujacym rozw6j metod uliniowienia sieci [15], zwrécono uwage na istotne
problemy zwiazane z wczesniejszymi rozwiazaniami. Wiekszo$¢ z nich mogta
poréwnywac najwyzej dwie lub trzy sieci jednoczesnie, ze wzgledu na wyktad-
niczy, wzgledem liczby sieci, rozmiar sformutowanego zadania obliczeniowego.
Zadna z metod nie byla takze, w istotny sposéb, oparta na modelu ewolucji
interakcji, a jedynie na heurystycznych funkcjach oceny uliniowienia.

W rozdziale piatym rozprawy przedstawiam nowa metode lokalnego uli-
niowienia sieci interakcji biatek wielu organizmoéw, ktora wykorzystuje mo-
del ewolucyjny [10]. Metoda odtwarza interakcje miedzy biatkami na kazdym
etapie ewolucji, tacznie z siecia praprzodka wszystkich wejsciowych gatun-
kéw. Rozwiazanie to pozwala na wglad w procesy ksztattowania sie sieci
oraz umozliwia stawianie hipotez co do przebiegu ewolucji sieci interakcji u
roznych gatunkow. Na poczatku rekonstruowana jest filogenetyczna histo-
rie ewolucji kazdej z rodzin bialek wystepujacych w wejsciowych gatunkach
(por. Rys. 1). Na podstawie drzew filogenetycznych oraz modelu ewolocji bu-
dowana jest sie¢ Bayesowska (por. [16]), reprezentujaca zaleznosci pomiedzy
interakcjami na poszczegdlnych etapach ewolucji (por. Rys. 2). Ze wzgledu
na drzewiastg strukture otrzymanej sieci Bayesowskiej, mozliwe jest zastoso-
wanie efektywnego algorytmu Pearla [17] do obliczenia rozktadu a posteriori
kazdej zmiennej losowej, pod warunkiem ustalonych zmiennych (danych o ob-
serwowanych interakcjach). W odtworzonej sieci praprzodka identyfikowane
sg najsilniejsze sktadowe, ktére odpowiadaja ewolucyjnie zachowanym modu-
tom. Opracowana metoda zastata zastosowana do uliniowienia sieci drozdza
(S. cerevisiae), muchy (D. melanogaster) i robaka (C. elegans). Algorytm zi-
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Rysunek 2: (A) Schemat ewolucji interakcji pomiedzy elementami dwéch rodzin
bialek. Ewolucja poszczegdlnych rodzin jest zadana poprzez drzewa filogenetycz-
ne. Pojawienie si¢ krawedzi (przerywane tuki) na danym etapie ewolucji zalezy od
istnienia interakcji na poprzednim etapie. Potencjalna interakcja pomiedzy bial-
kami praprzodka (fioletowe wezly) zostanie zachowana, z pewnym prawdopodo-
bienstwem, pomiedzy odpowiednimi biatkami w sieci czerwonej lub zielonej (po
specjacji). Podobnie dzieje si¢ w przypadku duplikacji czerwonego biatka. W obu
przypadkach mozliwe jest tez pojawienie sie nowej krawedzi. Kazda krawedz z
obecnych dzisiaj gatunkéw obserwujemy, z pewnym prawdopodobienstwem, w da-
nych eksperymentalnych. Z okreslonym prawdopodobienstwem pojawiaja sie tam
takze falszywe krawedzie. (B) Kazdej potencjalnej interakcji, oraz kazdej danej ek-
perymentalnej przypisana jest zmienna losowa. W ten sposéb powstaje sie¢ Bay-
esowska o strukturze drzewa. Przy uzyciu algorytmu Pearla, ktéry wysyla lokalne
wiadomosci miedzy weztami (kolorowe strzatki), liczone jest prawdopodobienstwo
a posteriori kazdej krawedzi pod warunkiem wszystkich danych ekperymentalnych.
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dentyfikowal wiele zachowanych modutéw, sposrod ktorych czesé dobrze pa-
suje do znanych komplekséw drozdzowych (wedtug referencyjnej bazy MIPS).
Eksperymenty przedstawione w rozprawie wykazaty réwniez, ze zapropono-
wana metoda wykrywa wiecej potwierdzonych modutéw niz wezesniejszy al-
gorytm [14].

Integracja danych eksperymentalnych i przewidywanie nowych od-
dzialywan. W rozdziale széstym przedstawiam rozwiniecie wezesniejszej
metody i zastosowanie jej do integracji i poprawiania odzialywan biatko-
biatko w badanych gatunkach [18]. Ze wzgledu na ograniczenia technologicz-
ne, aktualne dane eksperymentalne o interakcjach sa niekompletne, a takze
zawieraja duzo wynikow falszywych. Uwzglednienie danych z wielu espery-
mentow, a takze ich integracja pomiedzy gatunkami pozwala oceni¢ wiary-
godnosé poszezegodlnych interakeji oraz przewidzie¢ brakujace oddzialywania.
Zaproponowany model w naturalny sposob umozliwia przeptyw informacji o
interakcjach pomiedzy parami biatek, uwzgledniajac relacje ewolucyjne (por.
Rys. 2). Przy jego uzyciu obliczylem zintegrowane sieci interakeji dla sied-
miu organizméw eukariotycznych: rzodkiewnika (A. thaliana), drozdza (S.
cerevisiae), muchy (D. melanogaster), robaka (C. elegans), szczura (R. no-
rvegicus ), myszy (M. musculus) oraz cztowieka (H. sapiens). Ekperymenty
przeprowadzone z uzyciem referencyjnych baz danych (m.in. Gene Ontology,
MIPS i HPRD) sugeruja, ze zintegrowane zbiory danych sa lepsze niz wejscio-
we. Udalo sie takze przewidzie¢ wiele interakcji w oparciu o dane z innych
gatunkéw. Wyniki wykazuja rowniez przewage proponowanej metody nad
wezesniej zaproponowanymi podejsciami [19, 20]. Rozprawa zawiera opis kil-
ku przyktadéw znanych kompleksow biatkowych, w obrebie ktérych udato sie
skutecznie przewidzie¢ interakcje. Opierajac sie na wynikach eksperymentéw,
przedstawiam tez hipoteze o domniemanych interakcjach w stabo poznanym
kompleksie SWI/SNF (remodelujacym chromatyne) w A. thaliana.

Estymacja parametréw modelu ewolucyjnego. W rozdziale siodmym
przedstawiam algorytm do estymacji parametrow opracowanego modelu ewo-
lucyjnego. Algorytm stosuje schemat Expectation Maximization (EM), stu-
zacy do estymacji parametréow wedlug zasady najwickszej wiarygodnosci w
sytuacji, gdy niektére zmienne sa ukryte [21]. Algorytm dla opisanego mode-
lu ewolucji sieci jest rozwinieciem dobrze znanego algorytmu Bauma-Welcha,
ktory estymuje parametry w ukrytych modelach Markowa. Opracowany al-



gorytm jest zastosowany do estymacji parametréw dwoch modeli ewolucji
interakcji. Model pierwszy zaktada, ze interakcje pomiedzy elementami da-
nych rodzin sg zachowane ewolucyjnie. Model drugi odpowiada losowej ewo-
lucji sieci. Udato sie pokazaé¢, ze parametry ewolucji obliczone dla znanych
szlakow sygnatowych i komplekséw biatkowych réznig sie istotnie od tych,
obliczonych na podstawie losowo wybranych fragmentéw sieci. Jest to cie-
kawy wynik, ktory moze postuzyé¢ do konstrukeji metody dyskryminacyjnej
przypisujacej rozpatrywang pare rodzin do jednego z modeli wedtug zasady
najwickszej wiarygodnosci. Na tej podstawie budowana jest sie¢ wspolpra-
cujacych ze soba (w sensie interakeji) rodzin biatek. Por6wnanie z baza Gene
Ontology wykazalo, ze moduly w tej sieci maja istotne statystycznie anotacje
funkcjonalne.

Ostatni rozdziat rozprawy zawiera podsumowanie przeprowadzonych ba-
dan i gtéwnych wynikéw. Przedstawia tez mozliwe kierunki rozwoju opraco-
wanej metody oraz jej dalszych zastosowan.
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