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Разработка алгоритмов для биоинформационного анализа комплексных метаболических и молекулярно-генетических сетей 

Целью проекта является разработка биоинформационных методов автоматизированной реконструкции и анализа сложных молекулярно-генетических сетей, описывающих биологические процессы, путем интеграции и расширения различных типов специализированных сетей, таких как интерактомные сети, метаболические, транспортные и регуляторные пути.

В качестве основных методов и методологии выполнения НИР, применялись подходы теории графов и дискретной математики, позволяющие выявлять особенности структурно-функциональной организации сложных молекулярно-генетических сетей, визуализировать сети с семантической разметкой и проводить поиск замкнутых контуров.
В результате выполнения пятого этапа работы были получены следующие основные результаты:

1. Разработаны методы анализа ассоциативных сетей на основе методов теории графов и дискретной математики, направленных на выявление особенностей их структурно-функциональной организации.

2. Разработан метод поиска замкнутых контуров в сложных сетях с семантической разметкой.

3. Разработано программное обеспечение для интерактивной визуализации сложных сетей с семантической разметкой.

4. Разработано программное обеспечение для анализа сложных сетей с семантической разметкой.

5. Проведены патентные исследования.

Таким образом, все задачи пятого этапа и всего проекта в целом выполнены в полном объеме в соответствии с техническим заданием.
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Введение

В современном мире в области биологических наук происходит взрывообразное накопление информации о структуре и функции молекулярно-генетических систем. Источником такой информации, в первую очередь, служат высокопроизводительные новейшие экспериментальные технологии. Получаемые данные описываются в неформализованном виде в научных публикациях, а также хранятся в многочисленных базах данных. Использование этой информации имеет чрезвычайную важность для решения задач биомедицины, фармакологии, биотехнологии и множестве других областей науки и индустрии. Молекулярно-генетические сети, описывающие взаимодействия между различными молекулярными объектами, являются эффективным способом формализованного представления и интеграции биологической информации и, в настоящее время, широко применяются в биологических науках. На сегодняшний день, наибольшие успехи были достигнуты в реконструкции различных узкоспециализированных сетей, описывающих такие события как взаимная регуляция экспрессии генов (регуляторные сети), белок-белок взаимодействия (интерактомные сети), каталитические реакции (метаболические пути), события, обеспечивающие транспорт веществ (транспортные пути), взаимодействия лиганд-рецептор (пути передачи сигналов) и т.д. Однако для решения многих задач биомедицины, биотехнологии, фармакологии и других областей знаний и индустрии необходимо рассмотрение комплексных молекулярно-генетических сетей, описывающих реальные биологические процессы, как правило, затрагивающие широкий круг различных типов молекулярных событий.

Целью научно-исследовательских работ, проводимых в рамках федеральной целевой программы «Научные и научно-педагогические кадры инновационной России» на 2009-2013 годы по лоту «Проведение научных исследований коллективами научно-образовательных центров в области системной биологии, биоинформатики и промышленной биотехнологии совместно с научными организациями Германии» шифр «2010-1.1-203-070» по теме: «Разработка алгоритмов для биоинформационного анализа комплексных метаболических и молекулярно-генетических сетей» (шифр заявки «2010-1.1-203-070-006») в соответствии с государственным контрактом №14.740.11.0001 от «27» июля 2010 г. является разработка биоинформационных методов автоматизированной реконструкции и анализа сложных молекулярно-генетических сетей, описывающих биологические процессы, путем интеграции и расширения различных типов специализированных сетей, таких как интерактомные сети, метаболические, транспортные и регуляторные пути.

Анализ ассоциативных сетей был основным направлением работ 5 этапа НИР.
Основными задачами 5 этапа НИР являлись:

1. Разработка методов анализа ассоциативных сетей на основе методов теории графов и дискретной математики, направленных на выявление особенностей их структурно-функциональной организации.

2. Разработка программного обеспечения для интерактивной визуализации сложных сетей с семантической разметкой.

3. Разработка программного обеспечения для анализа сложных сетей с семантической разметкой.

4. Проведение патентных исследований.

5. Разработка метода поиска замкнутых контуров в сложных сетях с семантической разметкой.
Выполнение НИР и разработка биоинформационных методов автоматизированной реконструкции и анализа сложных молекулярно-генетических сетей путем интеграции и расширения различных типов специализированных сетей, таких как интерактомные сети, метаболические, транспортные и регуляторные пути, обеспечит мировой уровень в изучении биологических процессов. Полученные результаты НИР будут иметь большое значение для подготовки и закрепления в сфере науки и образования научных и научно-педагогических кадров, формирования эффективных и жизнеспособных научных коллективов, развития международного сотрудничества в научно-технической сфере.

1 ЦЕЛИ И ОБОСНОВАНИЕ НАПРАВЛЕНИЯ ИССЛЕДОВАНИЯ

В постгеномную эру актуальными становятся широкомасштабные исследования фундаментальных процессов в живых системах: изучение различных уровней структурно-функциональной организации геномов (функциональная геномика), исследование РНК-продуктов генов (транскриптомика), изучение малых молекул (метаболомика), исследование белков (протеомика). Современные экспериментальные методы высокопроизводительного параллельного полногеномного и метагеномного секвенирования предоставляют колоссальные объемы данных о последовательностях потенциальных белков. Одним из наиболее перспективных подходов для интеграции и анализа разрозненных данных о молекулярно-генетических событиях, описывающих биологические процессы, является реконструкция молекулярно-генетических сетей. 

На сегодняшний день, наибольшие успехи были достигнуты в области реконструкции узкоспециализированных или элементарных сетей, включающих в основном цепочки однородных событий, таких как взаимная регуляция экспрессии генов (регуляторные сети), белок-белок взаимодействия (интерактомные сети), каталитические реакции (метаболические пути), события, обеспечивающие транспорт веществ (транспортные пути), взаимодействия лиганд-рецептор (пути передачи сигналов) и т.д.
Например, в базе данных Gene Ontology представлено формализованное описание молекулярных функций белков и генов, процессов, в которых они участвуют (19548 биологических процессов и 9529 молекулярных функций для 2856 клеточных компонент). В базах данных KEGG, EcoCyc, MetaCyc, GeneNet и др. представлены факты о биомедицински и биотехнологически значимых молекулярно-генетических взаимодействиях, полученные путем экспертной реконструкции разнообразные узкоспециализированные генные сети, метаболические пути, пути передачи сигналов и др.

Одним из наиболее известных и широко используемых информационных ресурсов, содержащим хорошо аннотированные, выверенные экспертами специализированные молекулярно-генетические и метаболические сети является база данных KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), доступная через Интернет (http://www.genome.jp/kegg/). В KEGG представлены молекулярные сети по шести разделам: метаболизм; обработка генетической информации; обработка информации, поступающей из окружающей среды; клеточные процессы; организменные системы; и заболевания человека. Молекулярно-генетические объекты, участники данных процессов, связаны с группами ортологичных генов и белков, что позволяет строить специфичные для различных организмов сети.

Среди баз данных, содержащих сети белок-белок взаимодействий (интерактомные сети), как наиболее известные можно выделить следующие: IntAct (http://www.ebi.ac.uk/intact/main.xhtml), более 210000 взаимодействий, MINT (http://mint.bio.uniroma2.it/mint/Welcome.do), более 80000 взаимодействий и DIP (http://dip.doe-mbi.ucla.edu/dip/Main.cgi), более 70000 взаимодействий для белков из различных организмов. Эти базы данных пополняются за счет экспертной аннотации научных публикаций, а также содержат экспериментальные данные, размещенные непосредственно авторами экспериментов.

С применением анализа молекулярно-генетических путей проводятся исследования по созданию лекарственных препаратов, изучению молекулярных механизмов патологических процессов и механизмов ответа организма на воздействие внешних факторов, идентификации новых биомаркерных молекул для диагностики, скрининга микроорганизмов, идентификации генов, важных для продуктивности сельскохозяйственных культур и т.д.

Однако, для повышения эффективности в решении таких практически значимых проблем перед биоинформатикой и компьютерной системной биологией стоит острая задача рассмотрения более сложных биологических процессов, в которых задействованы многие элементарные процессы и молекулярно-генетические пути. Для описания реально протекающих биологических процессов необходимо развивать методы биоинформатики, позволяющие устанавливать взаимодействия между элементарными сетями и таким образом обогащать информацию, например, о метаболических путях, информацией о генетической регуляции и другими типами взаимодействий и т.д.

Целью проекта является разработка биоинформационных методов автоматизированной реконструкции и анализа сложных молекулярно-генетических сетей, описывающих биологические процессы, путем интеграции и расширения различных типов специализированных сетей, таких как интерактомные сети, метаболические, транспортные и регуляторные пути.

Интеграция известных молекулярно-генетических сетей в единую сеть требует дополнительных знаний о взаимодействиях между их участниками, которые могут осуществляться не прямым способом, а быть опосредованы через взаимодействия с новыми третьими объектами. Для достижения поставленной цели необходимо применение комплексного подхода, включающего методы биоинформатики, позволяющие на основе анализа молекулярных структур предсказывать новые взаимодействия между участниками известных молекулярно-генетических путей и методов извлечения знаний из текстов научных публикаций и баз данных, позволяющие экстрагировать информацию об экспериментально установленных фактах, указывающих на такие взаимодействия.

Особым образом следует отметить необходимость разработок и их дальнейшего использования как в исследовательских так и, особенно, в образовательных процессах, программно-информационных систем, содержащих в сжатом, формализованном виде знания о молекулярно-генетических взаимодействиях, извлеченные на основе автоматического масштабного анализа миллионов научных публикаций.

Как известно, научные публикации являются одним из основных хранилищ накопленных в мире знаний. Именно научные статьи выступают основным источником информации для подавляющего большинства молекулярно-генетических баз данных, которые в совокупности содержат лишь часть выверенных фактов о молекулярных взаимодействиях, представленных в публикациях. Продукция новых знаний в современном мире производится настолько интенсивно, что количество научных публикаций уже давно превысило то число, когда отдельно взятый человек может их хотя бы бегло просмотреть за разумное время. Так в базе данных PubMed содержится около 20 млн. абстрактов статей в области биологии и биомедицины, которые пополняются по 1 млн. в год (рис. 1.1). Нетрудно оценить, что для того, чтобы просмотреть такой объем материала далеко недостаточно срока одной человеческой жизни.

	[image: image49.emf]

	Рис. 1.1. Динамика роста количества публикаций в базе данных PubMed.


В связи с этим в мире разрабатываются методы автоматического анализа текстов научных публикаций.

Наиболее хорошо разработанной задачей из области автоматического анализа текстов является поиск нужных документов в Интернет. Эта задача решается популярными в настоящее время средствами автоматического анализа электронных текстов, такими как “Yandex”, “Google”, “Rambler”, “Yahoo”, “MSN search” и др. Как известно, основная задача таких сервисов – поиск документов в Интернет по ключевым словам и их ранжирование при выдаче результатов пользователю. Собственно, каждая поисковая системы используют уникальные формулы для оценки индекса ранжирования документа. В основе вычисления индексов Интернет страниц лежит т.н. модель «случайно блуждающего пользователя» (“random surfer”). 

Эти средства, обеспечивая стандартные возможности поиска в Интернет (поиск, сортировка, кластеризация текстовых документов, ранжирование по количеству и характеру гиперссылок, тематике слов) лишь в малой степени решают задачу извлечения из текстов знаний о предметных областях и установления взаимосвязей между объектами и событиями, описанными в текстах и фактографических базах данных. Указанные сервисы не ориентированы на конкретные предметные области (в частности, биотехнологию, биомедицину, фармакологию, экологию, здравоохранение и другие области знаний и технологий, связанные с биологией). В силу этого они не способны обеспечить более высокие и критически необходимые уровни технологической поддержки автоматического анализа текстов и баз знаний в перечисленных выше предметных областях.

В связи с актуальностью задач извлечения знаний из текстов и баз данных развиваются методы интеллектуального анализа, использующие такие подходы как: 

(i) статистические корреляции для построения правил размещения документов в предопределенные категории (Sebastiani, 1999);

(ii) методы кластеризации, базирующиеся на признаках документов, и использующая лингвистические и математические методы без привлечения априорных знаний; в результате анализа конструируется таксономия документов или визуальная карта, обеспечивающая эффективный охват больших объемов данных (Кириченко 2001); 

(iii) семантические сети или анализ связей, выявляющие дескрипторы (ключевые фразы) в документах (что, в частности, обеспечивает гибкую навигацию по текстовым массивам) (Гаврилова 2000); 

(iv) извлечение фактов предназначено для получения знаний с целью улучшения классификации, поиска и кластеризации документов (Ильин, 2006 г.).

Ярким представителем первого подхода является система PUBGENE (Jenssen et al. 2001). Метод, положенный в ее основу позволяет выявлять объекты, имена которых совместно встречаются в текстах рефератов PubMed, ранжировать взаимодействующие пары по значимости (вероятности их взаимодействия) и представлять полученные ассоциации в графическом виде в форме сетей взаимодействий. Максимальная точность метода, используемого в PubGene составляет 71%. 

Система PubGene интегрирует различные возможности анализа полученных «литературных сетей», такие как поиск ассоциаций сети с биологическими процессами, наложение данных ДНК-чиповых экспериментов на литературные сети, кластеризация сетей и другие возможности (рис. 1.2). 
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	Рис. 1.2. Интерфейс программы PubGene. Справа – граф литературной сети. Слева вверху – описание выбранного объекта. Слева внизу – список объектов сети.


В качестве иллюстрации второго подхода, основанного на применении шаблонов, можно привести систему SUISEKI Blaschke and Valencia, 2002). 

Для определений в тексте названий белков/генов (эти понятия не различаются) в системе используется поиск имен по словарю. Для извлечения информации о взаимодействиях используются шаблоны взаимодействий. Примером шаблона может служить выражение: 

[proteins] (0-5 words) [verbs] (0-5) [proteins]. 

Выражение в квадратных скобках определяет класс объекта, а в круглых - количество повторений. 

Авторы метода SUISEKI приводят следующие оценки точности системы: точность – 50 – 80%, полнота – 40 – 70%. Пределы указывают возможность настройки системы. При увеличении одного показателя другой уменьшается.

Среди наиболее известных разработанных за рубежом компьютерных систем анализа биологических текстов можно привести GeneScene (Leroy, Chen, 2002) и MedScan (рис. 1.3), являющаяся частью системы PathwayStudio (Nikitin et al., 2003, Daraselia et al., 2004). Эти системы разработаны для предсказания взаимодействий между белками и генами с использованием анализа текстов. В них реализованы алгоритмы, основанные на глубоком лингвистическом анализе: разборе предложения по частям речи, синтаксическом и семантическом анализе. Критический недостаток таких систем - крайне низкая производительность, не позволяющая их использовать в масштабах геномов многих организмов.

Система PathwayStudio может распознавать в тексте различные типы биологических объектов: белки/гены (авторы не разделяют между собой эти два понятия) низкомолекулярные вещества, клеточные процессы, лекарства и др. 
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	Рис. 1.3. Интерфейс модуля анализа текстов MedScan, функциональной части системы PathwayStudio. Слева – список проанализированных предложений с разметкой найденных терминов. Справа вверху – список найденных ассоциаций. Справа внизу – список ассоциаций, выбранных для дальнейшей визуализации. 


Определение названий объектов основано на информации из словаря. При распознавании названий объектов в текстах используется разбиение на лексемы словарных названий с одной стороны и текста с другой с последующим сравнением полученных наборов лексем. Такой подход позволяет повысить точность распознавания имен объектов по отношению к простому посимвольному сравнению строк.  Для извлечения информации о взаимодействии объектов используется полный разбор предложения. Строится множество деревьев описывающих структуру предложения и задается набор правил, каждое из которых проверяет правильность каждого построенного дерева. Точность полученных данных составила 91%, а полнота 30-50%.

Система PathwayStudio позволяет представлять взаимодействия между объектами в виде сетей взаимодействий (рис. 1.4). Работа с системой может включать такие шаги как реконструкция сетей взаимодействий между белками, метаболитами, заболеваниями и молекулярно-генетическими процессами, поиск сигнальных путей в сетях, анализ экспрессии генов с помощью наложения данных microarray анализа, а также математическое моделирование динамики полученных сетей.
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	Рис. 1.4. Интерфейс программы визуализации сетей PathwayStudio. Справа – граф сети. Слева – описание элементов сети. 


Cooper с коллегами (Cooper, Kershenbaum, 2005) создали простую систему для предсказания белок-белковых взаимодействий с использованием текстового анализатора, основанную на поиске специальных слов, описывающих взаимодействие, синонимов названий белков и простых правил встречаемости этих слов в реферате статьи. Эта система обладает высокой производительностью, но небольшой точностью (около 60%). 

Группа Борнер (Borner et al., 2003; Borner, 2004) использовала сети семантических ассоциаций для картирования работ, генов и белков и визуализации области исследования меланомы. Применив современные технологии визуализации и алгоритмы определения всплесков, авторы охарактеризовали структуру и динамику этой области исследования на протяжении 40 лет. Критический недостаток таких систем - крайне низкая производительность, не позволяющая их использовать для оперативного анализа больших объемов информации.

В России в ряде групп ведутся разработки систем анализа информационного содержания текстов и баз данных. Наиболее значимые успехи достигнуты в области анализа данных (data mining). Например, компания «Мегапьютер» (http://www.megaputer.ru/) производит и предлагает на рынке семейство продуктов для Data mining – «PolyAnalyst», предназначенных для автоматического и полуавтоматического анализа числовых баз данных и извлечения из «сырых» данных практически полезных знаний. 

В России уже накоплен достаточный опыт теоретического обобщения предлагаемых подходов к проведению подобных работ, имеются высококвалифицированные эксперты, имеющие опыт создания специализированных баз данных и знаний, ориентированных на биотехнологические и биоинформатические исследования. В частности, в Институте цитологии и генетики СО РАН созданны прототипы программных средств для автоматического извлечения знаний о молекулярных взаимодействиях в клетке из текстовых источников обладают необходимыми характеристиками для масштабного анализа текстов с высокой точностью (Деменков и др., 2008). Точность распознавания, т.е. соотношение количества правильно предсказанных взаимодействий к общему количеству предсказанных взаимодействий, составила 84 %. На основе этих методов создана база знаний ANDCell, содержащая информацию о более 3 млн. фактов о молекулярно-генетических взаимодействиях и регуляторных событиях в клетках различных организмов. На разработанную базу данных и программное обеспечение получены авторские свидетельства (Иванисенко и др., 2008а, Иванисенко и др., 2008б).

Система ANDCell, в частности, использовалась для анализа потенциальных молекулярных механизмов взаимосвязи миопии и глаукомы (Подколодная и др. 2010), а также данных высокопроизводительных протеомных экспериментов по исследованию Helicobacter pylori и их связи с развитием гастритов и опухолей желудка (Momynaliev et al, 2010).

Таким образом, в настоящее время существует ряд подходов к проблеме извлечения знаний по биологии и медицине на основе анализа текстов и данных (text & data-mining) и интеграции этих знаний.
В связи с этим в работе решаются следующие задач:

- Разработка методов автоматического анализа биологических текстов для извлечения информации о молекулярных взаимодействиях, регуляторных событиях и других фактов, ассоциированных с биологическими процессами, позволяющих устанавливать прямые и опосредованные связи между участниками известных молекулярно-генетических сетей, необходимые для их интеграции;

- разработка методов предсказания новых взаимодействий в молекулярно-генетических сетях, обеспечивающих интеграцию сетей, на основе предсказания в первичной и третичной структуре белков сайтов связывания ионов металлов, низкомолекулярных органических веществ, РНК, ДНК, белков и других лигандов;

- разработка программ ЭВМ для автоматического анализа биологических текстов и извлечения, на этой основе, информации о молекулярных взаимодействиях, регуляторных событиях и других фактов, ассоциированных с биологическими процессами, необходимой для интеграции специализированных молекулярно-генетических сетей;

- разработка базы данных, содержащей интегрированные специализированные молекулярно-генетические и ассоциативные сети;

- разработка методов анализа специализированных молекулярно-генетических сетей на основе методов теории графов и дискретной математики, направленных на выявление особенностей их структурно-функциональной организации;

- разработка программ для интерактивной визуализации и анализа сложных сетей с семантической разметкой.

Таким образом, в рамках проекта будут разработаны алгоритмы, методы, программы и базы данных, предназначенные для решения следующих задач, ориентированных на такие предметные области как биомедицина, биотехнология, фармакология, экология и охрана окружающей среды:

(1) анализ семантики и контекста электронных публикаций с целью извлечения из них информации о молекулярно-генетических объектах и их взаимодействиях, устанавливающих семантические ассоциативные взаимоотношения между известными молекулярно-генетическими сетями;

(2) автоматическое извлечение знаний на основе анализа текстовых и фактографических баз данных; 

(3) интеграция специализированных молекулярно-генетических сетей, описывающих различные аспекты молекулярно-генетических взаимодействий и процессов в клетке и автоматическая генерация ассоциативных семантических сетей для представления этих знаний;

(4) анализ ассоциативных семантических сетей, интегрирующих специализированные молекулярно-генетические сети с целью реконструкции комплексных молекулярно-биологических процессов.

2 Разработка методов анализа ассоциативных сетей на основе методов теории графов и дискретной математики, направленных на выявление особенностей их структурно-функциональной организации.

2.1 Базовые объекты ассоциативных генных сетей

Ассоциативные генные сети являются сложными, комплексными молекулярно-генетическими сетями, ассоциированными с какими либо биологическими процессами, фенотипическими признаками или заболеваниями. Типы базовых объектов, которыми оперируют ассоциативные генные сети, подразделяются на несколько классов, согласно их природе:

(1) молекулярно-генетические объекты. К этому классу относятся такие типы объектов, как гены, РНК, белки, метаболиты, клеточные компоненты;

(2) биологические процессы и системы (метаболические пути, пути передачи сигналов, транспортные пути и т.д.);
(3) фенотипические признаки, поведенческие характеристики или функциональные состояния организма или генетических систем, включая заболевания;
(4) внутренние и внешние факторы, воздействующие на систему (мутации, эпигенетический контроль, температура, давление, лекарства и другие химические соединения и т.д.).
Таким образом, ассоциативные генные сети содержат существенно расширенный состав базовых объектов по сравнению с генными сетями, оперирующими только с молекулярно-генетическими объектами. Базовые объекты ассоциативных генных сетей могут быть согласованы с генными сетями следующим образом. Класс «биологические процессы и системы» в генных сетях определен как «операционный модуль», т.е., группы взаимосвязанных между собой молекулярно-генетических объектов, выполняющих специфическую функцию (метаболические пути, пути передачи сигналов, транспортные пути и т.д.). 
Класс «фенотипические признаки, поведенческие характеристики или функциональные состояния организма или генетических систем» описывается в генных сетях «структурными функциональными модулями», т.е., подсетью или локальными сетями, ассоциированными с фенотипическими признаками или заболеваниями.
Класс «внутренние и внешние факторы» относится к управляющему воздействию на генетические системы.
Введение такого расширенного состава базовых объектов позволяет строить сети, в которых вершинами могут быть любые объекты из перечисленных классов. При этом, молекулярно-генетические объекты могут оказаться связанными с фенотипическими признаками или управляющими факторами. Такое свойство ассоциативных генных сетей позволяет проводить интеграцию разрозненных локальных генных сетей, которые напрямую не пересекаются между собой по молекулярно-генетическим объектам, но оказываются связанными на основании информации о их связи через какой либо расширенный объект, например фенотипический признак или заболевание. Описанный ранее автоматический анализ текстов позволяет экстрагировать подобную информацию из научных публикаций.
Анализ структурно-функциональной организации ассоциативных генных сетей может быть осуществлен с использованием методов теории графов и дискретной математики. Это обусловлено тем, что любую ассоциативную генную сеть можно представить в виде ориентированного графа, имеющего несколько качественно различающихся типов объектов (вершин) и связей (дуг) между ними. Рассмотрим следующие типы семантических взаимосвязей:

· ассоциации между объектами различных типов, например между геном и заболеванием.
· физические взаимодействия – осуществляются только между объектами, имеющими молекулярно-генетический тип, либо тип из класса воздействующих факторов, например лекарства.

· регуляторные взаимодействия - влияние одного объекта на другой описывается для любого типа.

· коэкспрессия, одновременная экспрессия нескольких генов хозяина применяется только для объектов с типом ген из класса молекулярно-генетические. 

· лечение – только для объектов из класса воздействующих факторов (лекарства).
К химическим взаимодействиям относятся:

· превращения одних молекул в другие, применяется только для класса молекулярно-генетические объекты. 
· каталитические реакции, в которых участвуют низкомолекулярные вещества в качестве субстратов и продуктов, а также белок в качестве фермента, применяется только для класса молекулярно-генетические объекты.
· расщепление одного белка (субстрата) другим белком (протеолитическим ферментом), применяется только для класса молекулярно-генетические объекты.
Регуляторные взаимодействия могут быть разделены по типу регуляции на:

· регуляцию экспрессии генов. В качестве регулируемого объекта могут быть только молекулярно-генетические объекты. В качестве регуляторов могут быть объекты из классов молекулярно-генетические объекты, биологические процессы и системы, внутренние и внешние факторы.

· регуляцию активности или функции объектов из классов молекулярно-генетических объектов, биологических процессов и систем.

· регуляцию транспорта молекулярно-генетических объектов.

· регуляцию стабильности или деградации молекулярно-генетических объектов. 
· регуляция – обобщенная регуляция одного объекта другим объектом.
Регуляторные события подразделяются по эффекту, который один объект оказывает на другой, то есть усиление или ослабление процесса. 

Среди наиболее важных задач анализа структурно-функциональной организации ассоциативных генных сетей можно выделить поиск кластеров и поиск путей, отвечающих заданным свойствам. Решение данных задач имеет большое значение как для понимания фундаментальных закономерностей организации и функционирования молекулярно-генетических систем, так и для решения практически значимых задач. В частности одной из таких важных задач, в которой необходим анализ ассоциативных генных сетей является разработка лекарственных препаратов. С помощью кластерного анализа могут быть выявлены локальные сети, ассоциированные с заболеванием. На основе анализа молекулярно-генетических путей в данном кластере могут быть выявлены фармакологические мишени, а также описаны молекулярные механизмы действия лекарств на патологические процессы.
2.2 Поиск путей в графах ассоциативных генных сетей

Разработанный алгоритм поиска путей в графах ассоциативных генных сетей, отвечающих заданным свойствам, основан на переборе с ограничениями, задаваемыми правилами или шаблоном. Путем является линейная цепочка объектов в графе. Шаблон однозначно задает начальный и конечный объекты для пути, а также длину пути или количество входящих в путь объектов. Промежуточные объекты могут задаваться типом, либо может указываться конкретное имя некоего объекта. Связи между объектами могут задаваться фиксированного типа, либо набором возможных типов по правилу ИЛИ. 
Рассмотрим пример построения пути по шаблону для поиска возможных молекулярных путей связи между двумя заболеваниями, открытоугольной глауномой и миопией.

В качестве стартовых вершин шаблона задаются заболевания открытоугольная глаукома с одного конца и миопия с другого. Длину пути задаем равной 5. у промежуточных вершин указывается только тип (интересуют только белки и гены). Также интересуют возможные пути влияния миопии на глаукому, поэтому в шаблон добавляем требование направления связей от миопии к открытоугольной глаукоме.

На рисунке 2.1 показан один из найденных путей с нечетко определенным типом взаимодействий, объединяющий миопию и глаукому через белки PAX6 и MYOC. 
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Рис. 2.1. Молекулярный путь, связывающий открытоугольную глаукому и миопию.

1. [myopia - PAX6] Ассоциация белка PAX6 с заболеванием.

2. [PAX6 - IPO13] Ядерный транспортер импортин 13 (IPO13) обеспечивает транспорт в ядро транскрипционного фактора PAX6.

3. [IPO13 - GCR] Ядерный транспортер импортин 13 (IPO13) обеспечивает транспорт в ядро транскрипционного фактора GCR.

4. [GCR - IPO13] GCR усиливает экспрессию IPO13

5. [GCR - MYOC] GCR усиливает экспрессию MYOC
6. [GCR - SMAD] GCR подавляет активность транскрипционного фактора SMAD
7. [SMAD - PAX6] SMAD подавляет активность транскрипционного фактора PAX6

8. [MYOC - glaucoma] Ассоциация белка MYOC с заболеванием.

Рассмотрим этот путь более подробно. Импортин 13, член семейства Kap ß, обеспечивает транспорт в ядро транскрипционных факторов Pax6 и GCR (Ploski et al. 2004; Tao et al. 2006). Следовательно, функциональность белка IPO13 и его экспрессия определяет содержание этих транскрипцонных факторов в ядре и, в определенной мере, проявление их эффектов. В то же время экспрессия  IPO13 является глюкокортиоид-индуцибельной (Zhang et al 2000). Т.о. между GCR и IPO13 существует положительная обратная связь, и нарушение любого из этих двух звеньев, будет порождать патологический порочный круг, когда например ингибирование IPO13 будет приводить к блокированию поступления GCR в ядро, снижению эффектов глюкокортикоидов и дальнейшему снижению экспрессии самого IPO13. Прослеживая этот путь в направлении открытоугольной глаукомы, отмечаем, что миоцилин так же является глюкокортикоид-индуцибельным геном, следовательно, GCR должен влиять на его уровень экспрессии. Известно, что открытоугольная глаукома ассоциирована не с изменениями уровня экспрессии миоцилина, а скорее с нарушением его функциональности (Kwon et al., 2009). Однако, можно отметить, что сочетание нарушения в любом из звеньев этого круга, способствующие увеличению экспрессии IPO13 или GCR с наличием полимофизмов гена MYOC, ассоциированных с развитием глаукомы, приведет к более серьезному протеканию патологического процесса, т.к. будет способствовать усиленной экспрессии дефектного белка миоцилина и накоплению его нерастворимых форм в клетках трабекулярной сети, ганглиозных клетках сетчатки и астроцитах, что в конечном итоге приводит к дистрофическим изменениям клеток и их апоптозу, явлениям, сопровождающим развитие глаукомы. (Liu et al., 2004;  Know et al., 2009).

Второй фрагмент этого пути связан с белком SMAD3, который, может выступать в двух ролях - как транскрипционный фактор и как модулятор активности транскрипционных факторов. В случае ассоциации SMAD3 и GCR, он проявляется как транскрипционный фактор, в случае ассоциации с PAX6, как модулятор транскрипционной активности. Известно, что GCR может физически взаимодействовать со SMAD3 и подавлять его трансактивационную функцию (Song et al., 1999). Однако в данном пути, не представлен фрагмент, где SMAD3 выступал бы как транскрипционный фактор, поэтому для выяснения его вклада, вероятно, требуется расширение сети. Ассоциация SMAD3 и PAX6 в данном пути определяется способностью модулятора транскрипции SMAD3 блокировать DNA-связывавший домен фактора PAX6, тем самым подавлять его эффекты (Grocott et al., 2007). Нужно подчеркнуть, что в результате можно ожидать снижения экспрессии соответствующих генов мишеней PAX6, в том числе и самого гена PAX6, который так же входит в число мишеней этого фактора (Grocott et al., 2007). Следовательно, нарушение функциональности или снижение экспрессии SMAD3 может проявляться в сверхэкспрессии генов-мишеней транскрипционного фактора PAX6, что должно приводить к серьезным морфологическим и функциональным дефектам, поскольку PAX6 является мультифункциональным регулятором дифференцировки и пролиферации тканей , проявляющим свои эффекты как в эмбриональном так и во взрослом состоянии организма. Отметим, что хотя анализ данного пути не выявил прямого влияния развития одной патологии на появление другой, однако нам удалось выявить в этом пути звенья, которые могут быть ассоциированы с обеими патологиями. Это позволяет предложить элементы данного пути IPO13 и GCR и SMAD3 в качестве потенциальных генов-кандидатов для генотипирования глаукомы и миопии.
2.3 Метод кластеризации узлов графа ассоциативных генных сетей

Структурным модулем или кластером ассоциативной генной сети называется подграф ассоциативной генной сети, обладающий следующими свойствами:

· элементы подграфа сильно связаны между собой и слабо связаны с элементами ассоциативной генной сети не входящими в данный подграф;

· подграф ассоциативной генной сети выполняет биологически интерпретируемую функцию в рамках функционирования молекулярно-генетической системы, описываемой ассоциативной генной сетью.

В отличие от структурных путей структурные модули имеют большую размерность и более сложную структуру. В связи с этим, для выявления структурных модулей используются принципиально другие алгоритмы, чем для выявления структурных путей.

Существующие методы кластеризации можно разделить на иерархические и разделяющие. Иерархические методы предоставляют структурную информацию, такую как дендрограммы, но применимы только для небольших наборов данных. С увеличением размеров вычислительные затраты растут вследствие необходимости считать матрицу близости, когда каждый сравнивается с каждым. Разделяющие методы несколько менее требовательны к ресурсам. К таким методам относятся метод К-средних, самоорганизующиеся карты Кохонена, спектральный анализ графов. 
В рамках настоящего проекта был разработан метод кластерного анализа ассоциативных генных сетей, основанный на анализе спектра матрицы Лапласа для графа ассоциативной генной сети, поскольку он не требует знания количества кластеров, которое определяется из структуры графа.
Изначально спектральный анализ графов применялся в электротехнике, коммуникационных и компьютерных сетях. Спектральный анализ использовался для нахождения минимальных путей (в смысле их длины и стоимости), распределения «центров», покрывающих заданную область (задачи размещения телевизионных или радиопередающих станций, предприятий, центров торговли и т.п.) и задач классификации (отнесение определенного объекта к одному из нескольких попарно не пересекающихся множеств). Алгоритм спектрального анализа предназначен для работы с взвешенным планарным неориентированным графом связности. Кластеризация сводится к поиску собственных значений матрицы Лапласа.

Коротко алгоритм может быть описан следующим образом. На первом шаге ассоциативная генная сеть преобразуется во взвешенный планарный неориентированный граф. Все объекты в сети задаются как вершины одного типа. Все связи в сети также задаются как связь одного типа. Тип связи и типы объектов учитываются при определении веса для связи между вершинами. Вес связи является входным параметром метода и задается пользователем. По умолчанию веса для всех типов связей являются одинаковыми. Для преобразованного графа ассоциативной генной сети строится матрица смежности А и матрица степеней D. По ним вычисляется матрица Лапласа L. Для каждой вершины графа по матрице Лапласа степенным методом и методом Якоби ищутся собственные значения и соответствующие им собственные векторы. Собственный вектор, соответствующий наименьшему собственному значению дает вырожденное (нулевое) решение. Второе по величине наименьшее собственное значение и соответствующий ему собственный вектор дают желаемую информацию о кластеризации (K.V. Brinda, N. Kannan. Journal of teoretica and computational chemistry. Protein structure: insights from graph theory. V 1, No. 1, 2002). Все вершины, имеющие одинаковые компоненты в этом векторе, объединяются в кластер.
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В простейшем случае рассматриваются связи только первого уровня, так что αij = 0 либо 1.
Далее по матрице 
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Матрица Лапласа 
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, то есть, является симметрической и положительно определенной

Минимальное собственное значение матрицы равно нулю и достигается на векторе 
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Для получения информации о кластерах требуется найти такой вектор 
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где 
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 – количество вершин в графе
При условии 
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где штрихи означают транспонирование

Равенство (2) можно переписать в терминах матрицы Лапласа:
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Учитывая (1), имеем
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Таким образом (3) доказано.

Методом неопределенных множителей Лагранжа с условиями ограниченности (2) ищем 
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Получаем систему
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Таким образом, задача минимизации 
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.

Для поиска второго по минимальности собственного значения и соответствующего ему собственного вектора используются два алгоритма: метод Якоби и степенной метод. Метод Якоби использовался, в основном, для тестирования программы в течение ее разработки. Этот метод поиска спектра всегда применим для действительных, симметричных матриц. Алгоритм Якоби значительно проще других, более эффективных методов, но для матриц порядка больше 10 он более медленный. Таким образом, его удобно было использовать для небольших тестовых расчетов, когда время выполнения не являлось критическим. С другой стороны метод Якоби позволяет выявить ситуацию с кратными собственными значениями матрицы и исследовать зависимость результата от выбора одного или другого собственного вектора соответствующего данному собственному значению. (Как показали исследования, кратность второго по минимальности собственного значения на результат не влияет.) Степенной метод, как правило, используется для поиска максимального собственного значения симметричной, положительно определенной матрицы. Применяя ортогонализацию метода можно последовательно получить все собственные значения матрицы.

На рисунке 2.2 представлены результаты поиска кластеров на примере искусственной сети. 
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Рис. 2.2. Пример кластеризации в графе искусственной сети. Объекты, входящие в разные кластеры выделены разным цветом.
3 Разработка метода поиска замкнутых контуров в сложных сетях с семантической разметкой.

Структурный анализ ассоциативных или генных сетей имеет прямое практическое применение, особенно в фармакологии. На его основе проводят поиск белков-мишеней для создания новых лекарственных препаратов. Для этого необходимо  выявление ключевых узлов с большим количеством связей как потенциальных мишеней. Анализ связи между белками, компонентами генной сети полезен для изучения последствий ингибирования или, напротив, сверхэкспрессии белка-мишени, которые могут сказываться на поведении всей системы в целом.

Алгоритм поиска фундаментального множества циклов

При анализе графов одной из подзадач является поиск фундаментального множества циклов. Полезность этого множества обусловлена тем, что оно полностью определяет циклическую структуру графа. Каждый цикл в графе может быть представлен комбинацией циклов из фундаментального множества. Рассмотрим остовное дерево Г0 = (X, U0, Ф) графа Г = (X, U, Ф). Любое ребро, не принадлежащее U0, т. е. любое ребро из U \ U0, пoрождает в точности один цикл при добавлении его к U0. Такой цикл является элементом фундаментального множества циклов графа Г относительно дерева Г0. Так как каждое остовное дерево графа Г включает |X| - 1 ребро, в фундаментальном множестве циклов относительно любого остовного дерева графа Г имеется |U|-|X|+1 циклов.  

Пусть F = {С1,С2, ... , С|U|-|X|+1} — фундаментальное множество циклов, где каждый цикл Сi, является подмножеством ребер Сi
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U. Тогда любой цикл графа Г можно записать в виде ((...(Сi1
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Сi), где символ 
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 обозначает операцию симметрической разности, 
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. При порождении фундаментального множества циклов удобно использовать метод поиска в глубину; он строит остовное дерево, и каждое обратное ребро порождает цикл относительно этого дерева. Для того чтобы следить за ребрами дерева, используется «поиск в глубину» со стеком, в котором хранятся все текущие вершины пройденного пути в данный момент. Когда попадаем на обратное ребро, обнаруженный цикл будет состоять из этого ребра и ребер, соединяющих вершины из верха стека.

Ниже приведено представление этого алгоритма на псевдокоде:

for v
[image: image44.wmf]Î

X do Mark[v]=0; {Начальные метки вершин}

count=0;

jС=0; {Счетчик числа циклов} 

пС=0; {Вершина стека циклов} 

for v
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X do if Mark[v]=0 then begin 

nC=nC+1;

C[nC]=v;

Cycle(v, 0);

пС=пС-1;

end;

Procedure Cycle(x, у) 

count=count+1;

Mark[x]=count; {Вершина исследована}

for v
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Adj[x] do begin
nC=nC+1;

C[nC]=v; {Вершину в стек}

if Mark[v]=0 then Cycle(v, x)

else if Mark[v] < Mark[x] 
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  v
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у then begin 

jC=jC+1; {Обратное ребро (х, v), найден цикл}

WriteCycle(v, С, nС); {Печать цикла}



end;



nC=nC-1; {Удалить исследованную вершину из стека}


end; 

end; 

Procedure WriteСуcle(x, С, nС)


print jC; {Печать номера цикла}


repeat



print C[nC]; {Печать вершины из стека}



пС=пС-1;


until C[nC]=x;

end.

4 Разработка программного обеспечения для интерактивной визуализации сложных сетей с семантической разметкой.

Для интерактивной визуализации сложных сетей с семантической разметкой была разработана программа ANDVisio. Программа является графическим интерфейсом к базе данных ANDCell, в которой представлена информация о взаимоотношениях для следующих типов объектов: белки, гены, метаболиты, микроРНК, заболевания, биологические процессы, клеточные компоненты. Между объектами рассматриваются следующие типы взаимоотношений:
ассоциации между объектами, т.е. связь между объектами не имеет четко определенной семантики, а задает потенциальную связь, смысл которой может быть уточнен в результате дальнейшего анализа.
физические взаимодействия - образование короткоживущих или постоянных молекулярных комплексов. Физические взаимодействия могут связывать два или более белков, белок и низкомолекулярное вещество – лиганд, белок и ген (взаимодействие транскрипционного фактора с промоторным районом гена), белок и клеточную компоненту, два или более низкомолекулярных вещества, две или несколько клеточных компонент.
регуляторные взаимодействия - влияние одного объекта на другой.
коэкспрессия, одновременная экспрессия нескольких генов, которая была вызвана общими регуляторными механизмами, активизирующими экспрессию генов при меняющихся условиях в клетке. 
лечение – применение молекулярного агента для лечения определенного заболевания. Во взаимодействиях этого типа могут принимать участие белки и низкомолекулярные вещества – лекарства.  

К химическим взаимодействиям относятся:
превращения одних молекул в другие. Такой тип приписывается реакции в том случае если не указан фермент, катализирующий реакцию, а также если реакция протекает без участия катализатора. В превращениях участвуют только низкомолекулярные вещества. К превращениям относятся также взаимодействие между начальным и конечным продуктом метаболического пути, содержащего несколько промежуточных этапов, не описанных в тексте. 
каталитические реакции, в которых участвуют низкомолекулярные вещества в качестве субстратов и продуктов, а также белок в качестве фермента, осуществляющего катализ этой реакции. 
расщепление одного белка (субстрата) другим белком (протеолитическим ферментом). 

Регуляторные взаимодействия могут быть разделены по типу регуляции на:
регуляцию экспрессии генов транскрипционными факторами, а также их лигандами. В эту категорию входят как прямые регуляторные события, то есть регуляция экспрессии гена транскрипционным фактором, физически взаимодействующим с промотором этого гена, так и опосредованные регуляторные влияния лигандов этих факторов, а также белков, входящих в регуляторный путь, включая рецептор и белки сигнального пути. 
регуляцию активности или функции белка, гена, клеточной компоненты или молекулярно-генетического процесса. В качестве регулятора может выступать белок, низкомолекулярное вещество, клеточная компонента. 
регуляцию транспорта белков или низкомолекулярных веществ между компартментами клетки, а также секрецию этих молекул из клетки. В качестве регуляторов транспорта могут выступать белок, низкомолекулярное вещество или клеточная компонента. 
 регуляцию стабильности или деградации молекулярных объектов. Объектом регуляции могут быть молекулярные структуры белков, матричные РНК, считываемые с генов, клеточные компоненты и низкомолекулярные вещества. Регуляторами, как и в предыдущих случаях, могут являться белки, низкомолекулярные вещества, клеточные компоненты и молекулярно-биологические процессы. 
Регуляцию молекулярно-биологических процессов и заболеваний. В качестве регуляторов могут выступать белки, низкомолекулярные вещества, гены, процессы и клеточные компоненты 

Кроме того, регуляторные события подразделяются по эффекту, который один объект оказывает на другой, то есть усиление или ослабление процесса. 

Программа для визуализации ассоциативных сетей ANDVisio предназначена для выполнения следующих основных функций:

· Составление запросов к базе знаний с целью поиска информации о взаимодействиях между белками, генами, метаболитами, микроРНК, заболеваниями, метаболическими процессами и клеточными компонентами 

· Навигация по ассоциативной сети, осуществление доступа к первичным источникам информации в сети.

· Раскладка объектов ассоциативной сети на плоскости

· Поиск объектов в ассоциативной сети по синониму

· Редактирование ассоциативной сети, добавление и удаление объектов из сети

· Анализ ассоциативных сетей: поиск путей и замкнутых циклов внутри сетей

· Сохранение ассоциативной сети в формате XML

Клиентское приложение ANDVisio для графического представления ассоциативных сетей написано на языке программирования ObjectPascal с использованием библиотеки LCL (Lazarus Component Library) для создания кроссплатформенного графического пользовательского интерфейса. Для работы с базой данных использовался набор компонент ZeosDBO, позволяющий организовать унифицированный интерфейс доступа к различным СУБД. Отображение графа производится средствами библиотеки OpenGL, использование которой дало возможность работать с графами с огромным количеством вершин не испытывая при этом неудобств, связанных со скоростью визуализации. 
4.1 Интерфейс программы ANDVisio

Основное окно программы содержит панель главного меню, две панели с кнопками для быстрого доступа к основным функциям, область для представления сетей в виде списка всех участников сети с их свойствами и область для графического представления сетей (Рис. .4.1).

[image: image50.emf]Рис. 4.1. Главное окно программы. Построена сеть первого уровня для белка PPARG
Меню файл содержит пункты "Соединение", "Мастер запросов", "Открыть ...", "Сохранить как ...", "Сохранить как изображение ...", "Выход". 

Пункт "Соединение" позволяет восстановить соединение с базой данных. В случае невозможности восстановления соединения выдаётся предупреждение и блокируются все функции работы с базой данных.

4.2 Составление запросов к базе данных ассоциативных генных сетей

Пункт "Мастер запросов" открывает форму для настройки параметров запроса к базе данных (Рис. 4.2).
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Рис. 4.2. Окно «Мастера запросов»
Форма состоит из нескольких вкладок, которые логически можно разделить на 2 группы. В первую группу входят вкладки "Синонимы", "Ссылки на базы данных". Эти группа вкладок отвечает за указание пользователем интересующих его объектов.

Остальные вкладки входят во вторую группу и отвечают за настройку фильтров, накладываемых на результирующую сеть.

На вкладке "Синонимы" в нижней части формы пользователь может ввести шаблон названия объекта и выбрать тип объекта. После нажатия кнопки "Добавить" производится поиск объектов в базе данных, имеющих совпадающие с указанным шаблоном названия. В случае если обнаружено более 1 объекта, удовлетворяющего условиям, то открывается форма для уточнения пользователем интересующих объектов (Рис. 4.3).

[image: image52.emf]Рис. 4.3. Окно выбора объектов «Мастера запросов»
Форма разделена на 2 половины, на левой панели представлены доступные объекты, удовлетворяющие критерию, а на правой список выбранных объектов. Для удобства выбора пользователем интересующих объектов, для каждого объекта приведены все, содержащиеся в базе, его названия, а также принадлежность к организмам.

Перемещение объектов с одной панели на другую может быть осуществлено несколькими способами: доступно использование механизма Drag&Drop (объекты можно перетаскивать мышкой), либо можно воспользоваться кнопками, расположенными в центре формы. Кнопки выполняют следующие действия: ">>>" и "<<<" позволяют перенести все объекты с одной панели на другую, а ">" и "<" перемещают выделенные объекты.

После подтверждения списка выбранных объектов они заносятся в список в форме "Мастера запросов".

На вкладке "Ссылки на базы данных" пользователь может указать интересующие его объекты по их идентификаторам во внешних базах данных. Идентификаторы можно добавлять в список как по одному, так и сразу несколько. Для добавления одного идентификатора следует его ввести в поле "ID базы данных". Для занесения сразу нескольких идентификаторов следует их сохранить в текстовый файл (каждый идентификатор должен быть записан в отдельной строке), а затем выбрать созданный файл в поле "имя файла". Далее следует указать название базы данных идентификаторы которой были указаны. Если название базы данных не известно, то можно попробовать поискать эти идентификаторы по всем доступным базам данных, но идентификаторы многих баз данных пересекаются между собой и соответствуют совершенно разным объектам. После нажатия на кнопке "Добавить" идентификаторы добавятся в список интересующих объектов (Рис. 4.4).
[image: image53.emf]Рис. 4.4. Окно «Мастера запросов» для добавления объектов по идентификаторам баз данных
Под уровнем сети мы понимаем максимальную длину пути кратчайшего пути от начальной вершины до всех остальных.

Уровень сети можно указать как перед добавлением новых объектов в список, так и после. Уровень может быть задан для каждого объекта в списке индивидуально.

Включение переключателя "Только непосредственные связи" используется в случае, если требуется получить только непосредственно связанные объекты и при этом не требуются взаимосвязи между объектами 1 уровня.

На вкладке "Организм" пользователю предлагается указать список интересующих организмов. В нижней части вкладки в поле "Организм" требуется ввести шаблон названия организма и нажать на кнопку "Добавить". В случае если обнаружено более 1 названия организма, удовлетворяющего условиям, то открывается форма для уточнения пользователем интересующих организмов (Рис. 4.5).

[image: image54.emf]Рис. 4.5. Окно «Мастера запросов» для введения фильтра по организмам
Вкладка "Фильтр по базам данных" позволяет выбрать базы данных из которых будут выбираться связи между объектами (Рис 4.6).
[image: image55.emf]Рис. 4.6. Окно «Мастера запросов» для заполнения фильтра по базам данных
На вкладке "Фильтр по типам объектов" указываются типы объектов, которые должны быть в реконструированной сети. (Рис. 4.7)
[image: image56.emf]Рис. 4.7. Окно «Мастера запросов» для заполнения фильтра по типам объектов
На вкладке "Фильтр по типам взаимодействий", которые должны быть в реконструированной сети (Рис. 4.8).
[image: image57.emf]Рис. 4.8. Окно «Мастера запросов» для заполнения фильтра по типам взаимодействий
После окончания заполнения формы "Мастер запросов" нажимается кнопка "OK". Результат выполнения запроса на сервере возвращается в программу ANDVisio (Рис. 4.1).

В левом окне программы в виде дерева указаны все объекты ассоциативной сети, сгруппированные по типам. Для каждого объекта приведены список синонимов его названий и организм. Двойной щелчок на объекте выделит его и разместит сеть таким образом, чтобы этот объект был в центре окна. А двойной клик на объекте в сети произведёт поиск его в списке на левой панели.

Взаимосвязи на левой панели сгруппированы по их типам. Для каждой взаимосвязи приводятся все её участники с их свойствами.

Щелчок левой кнопкой мыши на объекте производит его выделение, при этом подсвечиваются все его связи красным цветом.

Для отключения подсветки надо снять галочку в пункте меню Вид -> Подсвечивать связи.

Пункт меню Вид -> Показывать названия позволяет управлять отображением подписей к объектам.

Чтобы уменьшить или растянуть сеть по размеру окна программы следует использовать пункт меню Вид -> Вписать в окно.

Правый щелчок мыши на объекте открывает всплывающее меню. В нем можно выбрать пункт Свойства для получения подробной информации о свойствах данного объекта.

[image: image58.emf]Рис. 4.9. Окно свойств объекта
В верхнем поле окна свойств объектов (Рис 4.9) указаны синонимы данного объекта, в нижнем поле --- ссылки на идентификаторы этого объекта в различных базах данных. Щелчок на ссылке позволяет через web-браузер получить доступ к карточке интересующего объекта в выбранной базе данных. 

Рис. 4.10. Окно свойств взаимодействия[image: image59.emf]
В верхнем поле окна свойств взаимодействий (Рис 4.10) указан тип взаимодействия и его участники (названия, типы объектов, роли объектов во взаимодействии)

В нижнем поле указаны интерактивные ссылки на базу данных, которая была источником информации о взаимодействии. 

В том случае, если информация о взаимодействии была извлечена из текстов рефератов PubMed с помощью text-mining, в среднем поле окна свойств взаимодействий указывается предложение, из которого извлечена информация о взаимодействии, а также ссылка на реферат PubMed, который содержит это предложение.

5 Разработка программного обеспечениия для анализа сложных сетей с семантической разметкой.

Для анализа сложный сетей с семантической разметкой в программе ANDVisio реализованы следующие возможности:
· Раскладка объектов ассоциативной сети на плоскости

· Поиск объектов в ассоциативной сети по синониму

· Редактирование ассоциативной сети, добавление и удаление объектов из сети

· Анализ ассоциативных сетей: поиск путей и замкнутых циклов внутри сетей

· Сохранение ассоциативной сети в формате XML для дальнейшего анализа в сторонних программах

5.1 Раскладка сети на экране монитора

При выполнении запроса сети небольших размеров автоматически раскладываются на плоскости с целью наиболее удобной для пользователя визуализации связей. Для того чтобы повторить раскладку сети после перемещения объектов выберите пункт меню Раскладка -> Переразложить граф. 

В программе ANDVisio доступны два типа раскладки. Быстрая раскладка (Раскладка -> Выбор типа раскладки -> Быстрая раскладка) предназначена для черновой раскладки больших графов. Медленная раскладка (Раскладка -> Выбор типа раскладки -> Медленная раскладка) ориентирована на более тщательную раскладку графов небольшого размера. Если необходимо изменить раскладку фрагмента сети, выделите объекты, входящие в этот фрагмент, и выберите пункт меню Раскладка -> Переразложить выделенные.

С помощью пункта меню Раскладка -> Спрямить связи можно переразложить взаимодействия, не изменяя положения объектов таким образом, что взаимодействия будут находиться между объектами, которые в них участвуют. 

5.2 Поиск объектов в сети

Для того чтобы найти объект в сети по синониму, введите его в поле Search над левым окном программы с деревом объектов. Результаты поиска будут показаны отдельным деревом во вкладке Search левого окна программы. Для возврата к полному дереву объектов перейдите во вкладку Весь граф левого окна программы.

5.3 Редактирование сети

Для того чтобы удалить объект или группу объектов из сети выделите их и выберите пункт меню Редактировать -> Скрыть выделенные или нажмите Del. 

Чтобы применить фильтр к реконструированной сети, выберите пункт меню Редактировать -> Фильтр. Выберите свойства фильтра как описано в разделе 4.2.

Чтобы добавить объект в реконструированную сеть выберите пункт меню Редактировать -> Добавить объекты. Выберите объекты и укажите свойства фильтров как описано в разделе (Составление запросов к базе данных ассоциативных сетей).

Отметьте галочкой пункт Не связывать новые объекты с существующими для того, чтобы не показывать связи между добавленными в сеть объектами и объектами, ранее представленными в сети. 

Чтобы расширить сеть новыми объектами, связанными с одним или несколькими объектами из реконструированной сети, выделите эти объекты и выберите пункт Расширить в контекстном меню, которое открывается по клику правой кнопкой мыши. Выберите объекты и укажите свойства фильтров как описано в разделе (Составление запросов к базе данных ассоциативных сетей). Отметьте галочкой пункт «Не связывать новые объекты с существующими» для того, чтобы не показывать связи между добавленными в сеть объектами и объектами, ранее представленными в сети. 

5.4 Анализ ассоциативных сетей

Программа ANDVisio позволяет производить поиск замкнутых циклов и наикратчайших путей между двумя объектами в ассоциативной сети. 

Поиск замкнутых циклов и наикратчайших путей осуществляется по алгоритму «поиска в ширину».

В созданной библиотеке анализа графов, которую использует программа ANDVisio, реализованы следующие алгоритмы анализа графов:

· поиск путей с минимальным количеством промежуточных вершин между заданными вершинами графа;

· поиск путей минимальной длины во взвешенном графе;

· определение связности графа;

· определение отношения ребра к кольцевым системам;

· нахождение компонент связности графа;

· нахождение сильных компонент ориентированного графа;

· построение матрицы связности и обобщённой матрицы связности графа;

· построение матрицы достижимости графа;

· построение матрицы расстояний графа;

· поиск максимальных независимых множеств вершин графа;

· поиск системы независимых минимальных колец графа (исключая петли), покрывающих все кольцевые ребра графа;

· построение графа, дополнительного к заданному графу;

· построение рёберного графа для заданного графа;

· поиск эйлерова цикла в графе;

· поиск гамильтоновых циклов в орграфе;

Для поиска кратчайшего пути выделите в сети два объекта (выделите один объект и, удерживая клавишу Shift, выделите второй). Выберите пункт меню Анализ -> Поиск кратчайших путей. Список найденных путей появится во вкладке Пути левого окна программы. Для просмотра участников пути нажмите на «+» рядом с названием пути. 

Чтобы выделить путь на сети цветом и жирной линией кликните правой кнопкой на названии пути и выберите пункт Подсветить в контекстном меню. Выберите тип и цвет линии для подсветки пути. Для использования этой опции рекомендуется отключить подсветку связей выделяемого объекта, сняв галочку в пункте меню Вид -> Подсвечивать связи. 

Для поиска минимальных циклов, в которые входит определённый объект, выделите его и выберите пункт меню Анализ -> Поиск циклов. Список найденных циклов появится во вкладке Циклы левого окна программы. Для просмотра участников цикла нажмите на «+» рядом с названием цикла. Подсветка цикла возможна тем же способом что и подсветка пути. 

Также имеется возможность поиска множества фундаментальных циклов. Для это го служит пункт меню Анализ -> Поиск фундаментальных циклов. Список циклов появится во вкладке Циклы левого окна программы. Подсветка цикла возможна тем же способом что и подсветка пути.

5.5 Сохранение сетей

Чтобы сохранить построенную сеть, выберите пункт меню Файл -> Сохранить как ... Сохранение возможно в 3 форматах: XML (ANDVisio) (используется по-умолчанию), AND Native, XML (GeneNet).

Формат XML (ANDVisio) позволяет сохранить все данные о сети с возможностью дальнейшего открытия. Формат не чувствителен к изменению списка атрибутов вершин и рёбер. Размеры получаемых файлов могут быть достаточно велики, что влечёт за собой повышенные требования к объёму оперативной памяти для создания файла и дальнейшего его открытия. Рекомендуется сохранять сети до 10000 вершин.

В случае если сеть достаточно велика, можно сохранить сеть в формате AND Native. Это бинарный формат. Файлы с сетями, сохранёнными в этом формате занимают значительно меньше места на диске, в отличие от XML формата. Сохранение и открытие происходит быстро даже для сетей с количеством вершин более 200000.

Формат XML (GeneNet) предназначен для экспорта сетей в формат GeneNet. В Институте цитологии и генетики СО РАН разработано много прикладных программ для анализа графов, моделирования динамики процессов в сетях и др. способных открывать файлы в формате GeneNet.

Чтобы сохранить построенную сеть как картинку, выберете пункт меню Файл -> Сохранить как изображение ... Сохранение возможно в форматах BMP, PNG и JPG. 

Для открытия в программе ANDVisio, сохраненного ранее файла в формате AND Native или XML (ANDVisio), выберите пункт меню Файл -> Открыть ... Открытие файлов и работа с сетями, сохранёнными в них, возможна в независимости от состояния соединения с базой данных.

6 Проведение патентных исследований

Патентные исследования проведены и оформлены в соответствии с ГОСТ Р 15.011-96 Система разработки и постановки продукции на производство. Патентные исследования. Содержание и порядок проведения (см. Приложение 1).

Были сделаны следующие основные выводы:
1) Анализ выявленных патентов зарубежных стран показал, что наиболее активное патентование наблюдается по следующим направлениям исследований: разработка программных комплексов, обеспечивающих хранение и передачу масштабных потоков биологических текстов; разработка программного обеспечения для масштабного анализа  метаболических и молекулярно-генетических сетей; способы обработки баз данных в биоинформатике. 
2) Разработанные в рамках проекта алгоритмы, методы, программы и базы данных значительно расширят возможности проведения научно-прикладных исследований сложных биологических систем, в том числе: генных сетей, метаболических путей, путей передачи сигналов, механизмов регуляции экспрессии генов, механизмов действия лекарственных препаратов и пищевых добавок.

3) Конкурентные преимущества разработанных продуктов позволят рассчитывать на масштабное позиционирование на мировом рынке Российской биоинформационной продукции, поскольку существует устойчивая тенденция увеличения масштабов спроса в области предоставления биоинформационных услуг и рынка принципиально новых биоинформационных продуктов.

4) Из доступных патентных источников информации не обнаружено действующих патентов на территории России, под действие которых может подпадать исследуемый объект, в связи с чем можно сделать вывод, что объект исследования обладает патентной чистотой в отношении России по состоянию на 27.10.2012 (Бюллетень «Изобретения. Полезные модели», № 30). 

7 Обобщение результатов проекта в целом
Таким образом, в рамках проекта были решены все поставленные задачи, разработаны алгоритмы, методы, программы и базы данных, предназначенные для решения следующих задач, ориентированных на такие предметные области как биомедицина, биотехнология, фармакология, экология и охрана окружающей среды:

(1) анализ семантики и контекста электронных публикаций с целью извлечения из них информации о молекулярно-генетических объектах и их взаимодействиях, устанавливающих семантические ассоциативные взаимоотношения между известными молекулярно-генетическими сетями;

(2) автоматическое извлечение знаний на основе анализа текстовых и фактографических баз данных; 

(3) интеграция специализированных молекулярно-генетических сетей, описывающих различные аспекты молекулярно-генетических взаимодействий и процессов в клетке и автоматическая генерация ассоциативных семантических сетей для представления этих знаний;

(4) анализ ассоциативных семантических сетей, интегрирующих специализированные молекулярно-генетические сети с целью реконструкции комплексных молекулярно-биологических процессов.

Использование данной системы позволит специалистам, работающим в области фармакологии, биомедицины, биотехнологии, системной биологии и других областях, связанных с изучением биологических процессов, значительно эффективнее использовать информацию об известных молекулярно-генетических сетях для изучения молекулярных механизмов патологических процессов и механизмов ответа организма на воздействие внешних факторов, поиск новых фармакологических мишеней и лекарственных средств, идентификацию новых биомаркерных молекул для диагностики. Анализ комплексных молекулярно-генетических сетей также необходим для конструирования новых вариантов биосенсорных устройств, чувствительных к различного рода внешним воздействиям на клетку (концентрация вредных веществ, радиация и т.д.) и для других генно-инженерных и биотехнологических приложений.

Отдельно следует выделить еще одно важное для фармацевтической индустрии и биотехнологии приложение предлагаемой программно-информационной системы, которые в настоящее время активно используют высокопроизводительные роботизированные транскриптомные, протеомные и метаболомные технологии. Характерной особенностью высокопроизводительных технологий является получение большого массива данных о молекулярных взаимодействиях, анализ которых невозможен без применения автоматизированных компьютерных подходов. Предлагаемый программно-информационный комплекс обеспечивает информационную основу для содержательной интерпретации результатов ДНК-микрочипового, протеомного и метаболомного анализа.

Была разработана программа внедрения результатов НИР в образовательный процесс. Так уже сейчас в курсах лекций Кафедры информационной биологии ФЕН НГУ читается материал по разработанным методам анализа и реконструкции молекулярно-генетических систем и методам предсказания белок-белковых взаимодействий.

Созданные алгоритмы и программные продукты основаны на использовании современных математических подходов и информационных технологий, которые успешно развиваются в ИЦиГ СО РАН, а также в университете Билефельда и в Исследовательском интситуте генетики и культур растений им. Лейбница (Гатерслебен) в коллективах наших Германских партнеров.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе выполнения пятого этапа проекта были решены все запланированные в календарном плане задачи и получены следующие основные результаты:

1. Разработаны методы анализа ассоциативных сетей на основе методов теории графов и дискретной математики, направленных на выявление особенностей их структурно-функциональной организации.

2. Разработан метод поиска замкнутых контуров в сложных сетях с семантической разметкой.

3. Разработано программное обеспечение для интерактивной визуализации сложных сетей с семантической разметкой.

4. Разработано программное обеспечение для анализа сложных сетей с семантической разметкой.

5. Проведены патентные исследования.

Таким образом, все задачи пятого этапа и проекта в целом успешно решены.

Разработанная программа ANDVisio обеспечивает графическое представление, редакцию, поиск, сохранение сетей, реконструированных по запросам пользователя к базе знаний ANDCell. Реконструируемые сети описывают семантические взаимосвязи между молекулярно-генетическими объектами (гены, белки, метаболиты и др.), биологическими процессами и заболеваниями. Программа обеспечивает пользователя широким набором инструментов для анализа сетей, включая фильтрацию по типам объектов, взаимосвязям между объектами и источникам информации; раскладку графа; поиск кратчайших путей, циклов в графе и др.

Программа ANDVisio может быть полезна при решении широкого спектра задач системной биологии, биомедицины, и биотехнологии, таких как расширение и дополнение генных сетей, реконструированных экспертом, выявление ассоциации генных сетей с заболеваниями, поиск возможных молекулярных механизмов ассоциаций между патологиями, выявление генов-кандидатов для генотипирования, мутации в которых приводят к возникновению заболеваний.

Реконструкция и анализ сложных молекулярно-генетических сетей, включающих различные типы специализированных сетей, необходим для решения задач биомедицины, фармакологии, биотехнологии и системной биологии, а также других областей знаний и индустрии, в которых применяются знания о биологических процессах.

Результаты НИР могут быть востребованы фармацевтическими и биотехнологическими компаниями, образовательными учреждениями и другими организациями, занимающимися проблемой молекулярно-генетических систем, в частности, для развития баз данных молекулярно-генетических сетей и биологических процессов, экспериментального тестирования химических соединений, перспективных для разработки лекарственных средств и т.д. Разработанные методы, в том числе, найдут применение в рамках широкого круга исследований, проводимых в ЦКП СО РАН «Биоинформатика», включающих изучение живых систем на уровне геномов, транскриптомов и протеомов различных организмов. 

В соответствии с разработанной программой результаты НИР имеют большой потенциал к широкому внедрению в образовательный процесс. В частности, разработанные методы анализа и реконструкции молекулярно-генетических систем, а также методы предсказания новых взаимодействий белков с различными молекулярными структурами представлены в лекционных курсах для студентов Факультета естественных наук на Кафедре информационной биологии Новосибирского государственного университета.
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