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Resumen

El estudio de redes metabdlicas aplicado a la Biotecnologia y a la investigacion de
enfermedades es un tema de investigacion de plena actualidad en nuestros dias. La
disponibilidad de modelos bioldgicos cada vez mas precisos hace posible el uso de
herramientas matematicas e informaticas para dicho estudio que permiten analizar los
posibles estados metabdlicos de estas redes.

Es bien conocido que el conjunto de posibles estados de una red metabdlica es
un conjunto infinito que puede ser estudiado a través de un subconjunto finito de
estados llamados modos elementales o EFMs de la red. Los modos elementales permiten
representar todos los demas estados posibles en funcién de ellos. Por su importancia,
se han propuesto una amplia variedad de métodos de extraccién de EFMs basadas en
estrategias y herramientas matematicas diferentes. Cada método presenta sus propias
ventajas e inconvenientes en términos de eficiencia, escalabilidad, etc. Atendiendo a
la eficiencia, la herramienta matematica que ha demostrado el mejor comportamiento
hasta la fecha es la optimizacién con programacién lineal. Atn asi, no es perfecta y los
métdos basados en programacion lineal presentan algunas limitaciones. Cabe destacar
que, a pesar de todos los esfuerzos e independientemente del método usado, el problema
de encontrar el conjunto de todos los EFMs de una red sigue abierto cuando se trata
de redes grandes, por lo que es necesario centrarse en encontrar subconjuntos suyos,
intentando asegurar la representatividad biolégica del subconjunto obtenido.

Esta tesis contribuye al estudio de las redes metabdlicas mediante la propuesta de
diferentes estrategias, el andlisis de los resultados y el estudio comparativo con otros
algoritmos existentes. Ello culmina en la propuesta del algoritmo EFM-Ta de extracciéon
de EFMs, que rompe la barrera de ratio ideal de eficiencia LP, batiendo en este aspecto
a técnicas precedentes. Ademas del algoritmo EFM-Ta que mejora drasticamente la
eficiencia de métodos anteriores, cabe destacar la inclusion de una técnica de estudio
estadistico que supone un primer paso hacia el estudio de la tipologia de los EFMs
obtenidos mediante distintos métodos de extraccion. Consideramos que este andlisis es
un paso adelante para un estudio que permitira arrojar luz sobre la representatividad
de distintos subconjuntos de EFMs.
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Abstract

The study of metabolic networks applied to Biotechnology and to the investigation of
diseases is a topic of current investigation in our days. In this sense, the availability
of increasingly precise biological models makes possible the use of mathematical and
computer tools for this study, which allows, in particular, to analyze the possible
metabolic states of these networks.

It is well known that the set of possible states of a metabolic network is an infinite
set, but that it can be studied through a finite subset of states (the so-called elementary
modes or EFMs of the network) that allow us to represent all the other possible states
depending on them. Because of this, different extraction methods have been proposed
for EFMs based on different mathematical strategies and tools. Each proposed method
has its own advantages and disadvantages in terms of efficiency, scalability, etc. If we
look at the term efficiency, the tool that has shown the best performance to date is
optimization with linear programming, although it also has its limitations. It should be
noted that, despite all efforts and regardless of the method used, the problem of finding
the set of all EFMs is still open when it comes to large networks, so it is necessary to
focus on finding subsets of EFMs, trying to ensure the biological representativeness of
the subset obtained.

This thesis contributes to the study of these topics based on the analysis of the
different algorithms that can be proposed. It culminates in the proposal of the EFM-
Ta algorithm for the extraction of EFMs, which breaks the barrier of the ideal ratio
of efficiency to LP, beating in this respect previous techniques. In addition to this
algorithm that dramatically improves the efficiency of previous methods, it is worth
noting the inclusion of a statistical study technique on the typology of the EFMs
obtained through different extraction methods. We consider that this analysis is a step
forward for a study that will allow to shed light on the representativeness of different
subsets of EFMs.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1 Introduccion

La Biologia de Sistemas es hoy en dia un campo de investigacion activo que persigue una
comprensién més profunda del metabolismo celular [77] mediante el uso de técnicas
procedentes de la Biologia, la Informatica y las Matemadticas. El estudio detallado
del metabolismo celular tiene fuertes implicaciones en el andlisis y tratamiento de
algunas enfermedades [7,8,32] o en Biotecnologia [25,44, 49, 81]. Un elemento clave
para este area de conocimiento es la disponibilidad de modelos gendémicos y de
reconstrucciones metabdlicas de organismos vivos [18,19,47,61,74], que permiten formas
de experimentacién in silico y extracciéon de conocimiento novedosas. La elaboracion de
modelos metabdlicos de calidad es un proceso muy tasado [9,19,27,51,61,80] que parte
de la informacién estequiométrica disponible sobre los procesos quimicos que tienen
lugar en una célula, y se circunscribe dentro de los limites de representacién objetivo
establecidos en laboratorio. El modelo metabdlico a escala gendémica se conoce como
red metabdlica (Genome-Scale Metabolic Network) o GSMN. Desde un punto de vista
formal, un modelo GSMN es un modelo de red donde los metabolitos o nutrientes
son transformados en otros metabolitos gracias a reacciones enzimaticas que ocurren
en el interior de la célula. Una forma habitual de representar este modelo metabdlico
es por medio de una matriz cuyas filas representan los metabolitos y sus columnas a
las reacciones, y que contiene los coeficientes estequiométricos usados en el modelo.
Como toda red, presenta propiedades estructurales, entre las que se encuentran las que
emergen en el andlisis de los flujos metabdlicos [71,76].

Una vez construida la red como modelo biolégico, una de las técnicas que puede
ser usada para su estudio es la imposicién de condiciones que restringen el espacio
de soluciones para el problema a resolver. Esta técnica es conocida como modelado
por restricciones (Constraint-based modelling) o CBM [10,15,53]. Estas restricciones
pueden ser estequiométricas (basadas en los coeficientes estequiométricos calculados),
termodindmicas (usando informacién sobre el tipo de reacciones quimicas del modelo),
o regulatorias (basadas en la regulacién genética de la red) [2,4, 45]. El tipo de
restricciones que se imponen a una red dada en cada momento dependera del problema
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que se pretende abordar.

En este trabajo, el problema que analizaremos es el estudio de los posibles estados
viables de la red usando técnicas Fluz balance analysis (FBA) [3,52,76]. Usaremos
restricciones estequiométricas y termodindamicas para estudiar las redes metabdlicas
como la extraccién de partes relevantes de ellas o subredes (a las que llamamos modos o
pathways) que cumplan restricciones equivalentes a las de la red original. Cada pathway
se corresponde a un estado de la red metabdlica en la que las reacciones y metabolitos
no incluidos estan inactivos. Excepto en casos triviales, el conjunto de pathways de
una red metabdlica es infinito, por lo que se han propuesto diferentes subconjuntos o
familias (finitas) de estados a partir de los cuales se pueda calcular el conjunto completo
de estados. De estos subconjuntos propuestos, nos centraremos en la familia de los
FElementary Flux Mode o modos elementales [72]. Es bien conocido que el conjunto de
EFMs de una GSMN es un conjunto finito de posibles estados o flujos que generan
todo los demas posibles estados de la red calculados como combinacion lineal convexa
de ellos [16,23,38,62,66,71-73].

Desafortunadamente, la cardinalidad de este conjunto es tipicamente muy grande y
solo ha podido ser calculado en pocos casos [33]. En los tltimos anos se han propuesto
diferentes métodos para calcular el conjunto completo de EFMs de una red o, al
menos, subconjuntos suficientemente grandes de ellos [16, 24, 36, 54, 55, 60, 63]. Estos
métodos pueden ser divididos en dos grandes familias [57], de acuerdo a si se apoyan
en propiedades asociadas a su forma de grafo (path-finding methods) [5,35,59,75,91], o
emplean la informacion estequiométrica de la red. Dentro de esta segunda familia,
podemos distinguir entre métodos basados en el algoritmo de doble descripccién
(Double Description Method o DDM [22, 23]), programacion lineal entera (método
Mized Integer Linear Programming o MILP [16,62,65]), o programacién lineal (método
de Linear Programming o LP [46,78,84]). Cada tipo de método tiene sus ventajas y
desventajas. Una de las principales ventajas de los métodos DDM y los basados en
MILP es que permiten obtener todos los EFMs de una red disponiendo de una condicién
de parada, es decir, detectan si todos los EFMs de la red han sido calculados. Por
contra, los métodos basados en LP son més répidos y eficientes en computo [11], pero
una de sus debilidades es que no pueden asegurar haber encontrado todos los EFMs de
la red. Nuestro trabajo se centra en este tltimo tipo de método, intentando potenciar
sus ventajas (eficiencia), asi como analizar y paliar sus problemas (analizar el tipo de
soluciones obtenidas y su representatividad).

El punto critico de las técnicas basadas en programacion lineal estd en generar
diferentes problemas de optimizacién en base a programas lineales usando conjuntos de
restricciones adicionales y variaciones de la funcién objetivo, de modo que cada uno de
estos problemas genere un EFM de la red. Dado que variar el conjunto de restricciones
y la funcién usada no garantiza la obtencién de soluciones diferentes, mediremos la
eficiencia de estas técnicas como la proporcién de soluciones diferentes obtenidas frente
a ejecuciones realizadas. Para ser mas precisos, nos interesa minimizar el niimero de
ejecuciones del método simplex necesarias para obtener cada EFM no repetido. Dentro
de los algoritmos previamente propuestos, la mejor eficiencia obtenida es atribuida al
método tree EFM [55] con un ratio de 1,3 (esto es, un EFM nuevo encontrado por cada
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1,3 resoluciones de un programa lineal). Este ratio estd muy préximo al ratio ideal 7,
lo que podria hacer pensar que el margen de mejora para métodos basados en LP es
ya escaso.

El objetivo principal de esta tesis ha sido aportar mejoras substanciales a los méto-
dos de extraccion de EFMs basados en LP, en tres ejes complementarios: cantidad de
soluciones, eficiencia y representatividad. Las sucesivas contribuciones y publicaciones
representan el esfuerzo invertido en este objetivo.

1.2 Antecedentes

1.2.1 Sistema de ecuaciones estequiométricas

Cada reacciéon metabdlica que tiene lugar en una célula se puede representar con su
correspondiente ecuacion estequiométrica. Concretamente, el cambio en la cantidad en
la que un metabolito interno m; esté presente en la red en una fraccion de tiempo se
representa en la Ecuaciéon 1.1 como funcion de las reacciones que pueden producir o
eliminar dicho metabolito. p

m:

dtz = Zsi]”l“j (11)

JER

donde R es el conjuto de reacciones metabélicas de la red.

La consideracion sistémica de las redes metabdlicas permite establecer que la con-
centracién de metabolitos permanece estable en un intervalo de tiempo suficientemente
pequeno. Esta condicién conocida como estacionaria o steady-state permite que la ecua-
cién anterior pueda simplificarse, suponiendo que dgzi = 0, dando lugar a la ecuacién
lineal homogénea 1.2.

E STy = 0 (12)
jER
Las ecuaciones anteriores pueden disponerse en una matriz S, conocida como

matriz estequiométrica de la red [52], lo que permite plantear todas las condiciones
de equilibrio en forma de sistema homogéneo de ecuaciones lineales (Ecuacién 1.3).

S-v=0 (1.3)

Una reaccién quimica se dice irreversible si solamente puede darse en un deter-
minado sentido. La existencia de reacciones irreversibles da lugar a un segundo tipo
de condiciones necesarias, conocidas como ecuaciones de factibilidad termodinamica
(thermodinamic feasibility) que obliga a las reacciones metabodlicas irreversibles a pro-
ducirse en el sentido quimico correcto. Es conocido que cualquier reaccién reversible
puede ponerse como suma de dos reacciones irreversibles (representando los dos po-
sibles sentidos de la misma). Habiendo realizado este procedimiento (y sustituyendo
si es necesario algunas reacciones por sus opuestas), podemos suponer que todas las
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reacciones de la red son irreversibles y que se dan en sentido positivo. Esto da lugar a
la Ecuacion 1.4.

v, >0, VreR (1.4)

Identificaremos un estado de la red con un vector v de cardinalidad |R|, siendo R
el conjunto ordenado de reacciones metabdlicas, que representa las respectivas tasas
de ocurrencia de cada reaccion presente en la GSMN. Los estados posibles de la red se
corresponderan con aquellos vectores v que cumplan con las restricciones impuestas por
las ecuaciones 1.3 y 1.4. Estos vectores o flux vector son llamados modos. Observemos
que siempre existe al menos una solucion de este sistema de ecuaciones que es la solucion
trivial, es decir, aquella en que ninguna reaccién estd activa.

Disponer del conjunto de soluciones de nuestras ecuaciones nos permite estudiar
qué partes especificas de la red pueden estar activas conjuntamente. Para precisar esta
idea introducimos el concepto de soporte de un modo:

Si v es un modo, su soporte supp(v) se define como el conjunto de reacciones r que
aparecen en v con valor positivo.

Por tanto, dado el modo v, éste representa un posible estado de la red en la que las
reacciones que aparecen en su soporte estan todas simultaneamente activas mientras
que aquellas que no estéan en el soporte estan todas inactivas. Si pensamos que una red
es un grafo, un modo puede pensarse como un subgrafo del mismo que puede funcionar
como una red metabdlica cuya matriz estequiométrica estd formada por las entradas
de S correspondientes a reacciones y metabolitos presentes en el subgrafo.

1.2.2 Modos de Flujo Elemental (Elementary Flux Modes)

Como ya hemos comentado, para una red no trivial el conjunto de modos es infinito.
Esto hace que sea importante restringirnos a subconjuntos finitos suyos con la condicién
de que a partir de ellos sea posible reconstruir todos los modos de la red. Dentro de
los subconjuntos propuestos [40,41,67,86], en este trabajo vamos a centrarnos en los
llamados modos elementales. Para un estudio detallado de otros conjuntos propuestos
puede consultarse [40,41,67,86].

Un modo v se dice un modo elemental o EFM si su soporte es minimo, esto es, no
hay otro modo no nulo v’ tal que supp(v’) C supp(v) [72].

Es sencillo demostrar que un modo con vector de flujo v es un EFM si y s6lo si no
puede ser representado como combinacién lineal positiva de otros modos de la red [40].

Observemos que si v es un modo y A un numero real positivo, entonces A - v es
otro modo de la red. Diremos que estos dos modos son equivalentes y, en la préctica,
identificarems v con A-v. Una vez hecha esta identificacion, partiendo de la minimalidad
e indescomponibilidad de los EFMs, se obtiene que un EFM viene caracterizado por
su soporte (esto es, dos EFMs son distintos si y s6lo si sus soportes son distintos). Este
hecho permite afirmar que el conjunto de EFMs de una red es finito, ya que cada EFM
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se corresponde a un subconjunto del conjunto de reacciones R y el conjunto de dichos
subconjuntos es finito.

La relevancia biolégica del conjunto de EFMs proviene de su finitud y de que forman
un conjunto generador de todos los posibles vectores o modos posibles, en el sentido
de que los posibles modos de la red son las combinaciones lineales con coeficientes no
negativos de los EFMs de la misma. Esto es cierto incluso para aquellos no observados
todavia en laboratorio [64,71].

Esto ha hecho de los EFMs un tipo de subredes metabdlicas cuyo andlisis ha
sido reconocido ampliamente [17,64] y ha dado lugar a la publicacién de diferentes
técnicas disenadas para enumerar los EFMs de una GSMN [16, 24, 54, 63]. Asimismo,
se han desarrollado familias de algoritmos especializados dirigidos a asegurar algunas
caracteristicas en los modos obtenidos, como la presencia de conjuntos especificos de
reacciones en los mismos.

Cualquier algoritmo dirigido al calculo de EFMs debe contar con un medio para
asegurar que la solucion encontrada es realmente un EFM. En este sentido, observemos
que las ecuaciones 1.3 y 1.4 permiten solamente comprobar si un vector v es un
modo de la red. Para comprobar la condicién de minimalidad que caracteriza un
EFM puede usarse la siguiente caracterizacion en funcion de su soporte y de la matriz
estequiométrica

Para cualquier modo v, sea S, la submatriz de S construida tomando solo las co-
lumnas correspondientes a las reacciones contenidas en supp(v). Si todas las reacciones
de la red son irreversibles, el modo v es un EFM si y solo si rank(S,) = k — 1 para
k = |supp(v)| [38,79].

El principal obstaculo del uso de EFMs esta en el alto coste computacional de
enumerarlos todos debido a la alta cardinalidad del conjunto de EFMs para redes
grandes [40]. Esto hace que dicho cédlculo sea imposible excepto en redes pequenas.
Por contra, si solamente calculamos subconjuntos de este conjunto total de EFMs no
es facil saber hasta qué punto el subconjunto de EFMs obtenido es lo suficientemente
representativo, y en consecuencia, saber cuanta relevancia biolégica hemos extraido.

1.2.3 Programacion lineal

Como se ha mencionado arriba, la extraccion de EFMs se aprovecha de técnicas de
optimizacién como la programacion lineal (LP). Existen muchas librerias, algunas de
ellas gratuitas, que implementan soluciones eficientes de programacién lineal [21,34].
Estas librerias, cuyo motor se conoce habitualmente como solver, incluyen en particular
implementaciones del método simplex (que es en el que nos basamos en este trabajo).

La programacion lineal parte de una serie de restricciones de las que cada una de
ellas puede ser una igualdad o desigualdad lineal. Su propdsito es encontrar el minimo (o
méximo) de una determinada funcién (también lineal) dentro del conjunto de vectores
que satisfacen las restricciones.

En nuestro caso, las restricciones iniciales del problema de optimizacién a resolver
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se plantean sobre la base de la matriz estequiométrica y las restricciones estacionaria
(Ecuacién 1.3) y termodindmicas (Ecuacién 1.4). Estas restricciones definen un poliedro
conico de soluciones que se corresponden con los posibles modos de la red [15,48,82,83,
87]. No hay, en principio, una funcién objetivo estdandar a optimizar ni una direccién
clara (minimizacién o maximizacién) para el proceso de optimizacién. Una técnica
usada a menudo es plantear el problema de minimizacion de la suma de las reacciones
que pueden estar presentes en la solucion, pero otras alternativas son igualmente
posibles. Intuitivamente, la funcion objetivo alcanzaria su 6ptimo reduciendo el nimero
de reacciones con valor positivo con lo que la solucién obtenida serfa un modo (al
cumplir las restricciones) y tendria un nimero de reacciones minimal (por tanto un
EFM). La Ecuacién 1.5 muestra el programa lineal bésico a partir de una red metabdlica
con matriz S.

Minimize Z v[i] (1.5)
i=1

subject to S-v =0
v[i| >0  Vr, e lrr

Esta aproximacion intuitiva solamente proporciona soluciones triviales ya que
siempre aparece como solucién aquella en la que todas las variables son cero (solucién
trivial) y esta solucién proporciona el inico minimo de la funcién usada. Si queremos
obtener soluciones no nulas, partiendo de esta formulacién estandar basica de problema
LP, debemos introducir restricciones adicionales que no sean satisfechas por esta
solucién trivial. En funcién del problema a resolver, las restricciones adicionales pueden
asegurar la presencia de algunas reacciones metabdlicas ( J = {r;,,--- ,r; } ) con valor
no nulo en los flujos obtenidos (Ecuacién 1.6). Este tipo de restricciones adicionales son
conocidas como restricciones positivas [1,90]. En sentido opuesto, podemos imponer
restricciones que asegurarfan que ciertas reacciones son nulas en el flujo (Ecuacién 1.7)
o restricciones negativas. Observemos que las restricciones negativas si son satisfechas
por la solucién trivial mientras que las positivas no lo son. Esto obliga a que nuestros
problemas de programacion lineal propuestos deban incluir siempre al menos una
restricciéon adicional positiva.

Z v[i;] =1 (para restricciones positivas) (1.6)
ijGJl
Z v[i;] = 0 (para restricciones negativas) (1.7)
ijEJQ

Una condicién necesaria pero no suficiente para obtener diferentes modos es for-
mular programas lineales distintos. Por tanto, para extraer tantos modos como sean
necesarios (IV), debemos plantear diferentes programas lineales y resolverlos en sucesi-
vas iteraciones en las que aplicamos el método simplex, tal como ilustra el Algoritmo
1.
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Algorithm 1: Programa para extraer modos de una red metabdlica con LP
Data : Matrix 5, seed’s length L, extractions N
Result: set Z of solutions

Function runEzperiment(S,L,N)
nR < S.columns();
for i € (1.N) do
s < GenerateSeed(nR, L);
Ip < poseLinear Program(S, s);
sol < simplex(lp);
Z «+ Z + [sol];
end
return Z;

Cada iteracion usa un conjunto diferente de restricciones adicionales que se conoce
como seed o semilla por ser el germen de la respectiva solucién obtenida. Una diferencia
sustancial entre diferentes métodos de extracciéon de modos en esta familia de técnicas
radica en la forma en que se produce la modificacion del programa lineal en cada itera-
cién, consistente en la estrategia de seleccion de semillas, asi como en la introduccion
de variaciones en la funcién objetivo.

Haber planteado un problema de miniminizacion tampoco asegura que el modo
obtenido sea siempre un EFM. Un resultado bien conocido [54] asegura que si todas las
reacciones son irreversibles y se plantea un programa lineal viable anadiendo una tinica
restriccion positiva y cualquier niimero de restricciones negativas, la solucién obtenida
mediante el algoritmo simplex es siempre un EFM. En el mismo articulo se incluyen
algunas técnicas basadas en programacién entera que permiten ampliar este resultado.

1.3 Dificultades practicas de la extraccion de EFMs

Como ya se ha comentado, la principal dificultad en el cdlculo de EFMs es que su
numero crece exponencialmente con el tamano de la red. A esto hay que anadir,
para cada técnica especifica, las dificultades anadidas que provienen del instrumento
matematico central o de la propia estrategia. En el caso que nos ocupa, los métodos
basados en programacién lineal presentan problemas comunes que restan eficiencia,
siendo los dos principales la aparicién de la misma solucion repetidas veces y la posible
inviabilidad del programa lineal planteado. A continuacién repasaremos brevemente
algunos aspectos relacionados con dichos problemas.

1.3.1 Reacciones bloqueadas

Cuando planteamos un programa lineal hemos de introducir restricciones adicionales
y ello nos puede conducir a plantear problemas inviables (infeasible). Ello se debe a
que nuestro problema contiene restricciones adicionales incompatibles entre si. Cada
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iteracion sin solucién es una pérdida en el ratio de eficiencia que debemos evitar, y
por ello cualquier técnica que busca EFMs mediante LP debe dedicar una parte de su
estrategia a evitar la inviabilidad.

La inviabilidad puede estar latente desde el inicio en el propio modelo [80,92].
La construccién de un modelo estequiométrico de la célula de un organismo vivo
conlleva implicitamente el establecimiento de los limites de lo que entra dentro del
modelo y se considera interno, y lo que es externo al modelo [19,27,61,80]. En pro del
significado bioldgico y como instrumento académico, el modelo de una red metabdlica
puede incluir elementos externos. Estos elementos externos no pueden participar del
equilibrio estacionario dentro de los limites del modelo. Cuando ese elemento externo
es un metabolito estaremos hablando de metabolitos externos y debemos de tener
cuidado de no incluirlos dentro de las condiciones de equilibrio que dan lugar a la
matriz estequiométrica.

En el caso de reacciones, nos encontraremos con reacciones que no forman parte
de ningin modo (en particular, no forman parte de ningin EFM) de la red. Este tipo
de reacciones se llaman reacciones bloqueadas. Se puede detectar si una reaccién es
bloqueada usando programacion lineal.

Sea s € R una reaccion, s se dice que es una reaccion bloqueada si al anadir una
unica restriccion adicional positiva (Ecuacién 1.8) al programa lineal basico (Ecuacién
1.5) se produce un programa lineal inviable.

vs =1 (1.8)

La Ecuacion 1.9 muestra el programa que habria que ejecutar por cada reaccion
individual s para ver si esta bloqueada.

Minimize Z v; (1.9)
i=1

subject to S -v =0
'UzZO VT'Z'ER

v, =1

Sea LP feasible una funcion que usando programacion lineal segin la Ecuacién 1.9
devuelve si un programa es viable o no. Entonces podemos usar el Algoritmo 2 para
calcular el conjunto B de reacciones bloqueadas.
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Algorithm 2: Célculo de reacciones bloqueadas
Data : Matrix 9, set of reactions R
Result: Set B of infeasible reactions

I s
for s € R do
if notLP feasible(S, s) then
| B+« B+]s];
end

end

R’ es el nuevo conjunto de reacciones no bloqueadas en el modelo. Se podria mejorar
el desempeno del Algoritmo 2 omitiendo el test sobre cualquier reaccién aparecida en
la solucién de una iteracién anterior.

R=R-B (1.10)

Usando R’ en lugar de R estamos simplificando la matriz S a la porcién del sistema
de ecuaciones que puede producir programas lineales viables. En términos de modelo,
podemos considerar que hemos curado el modelo para su posterior uso.

Una vez se han eliminado las reacciones bloqueadas del modelo, se debe examinar
la matriz estequiométrica para eliminar condiciones de equilibrio ligadas a metabolitos
externos. Para ello bastara con eliminar aquellas filas de la matriz cuyas entradas no
nulas sean todas del mismo signo.

En general, en ausencia de reacciones bloqueadas, la inviabilidad es producida por
la imposicién de restricciones adicionales contradictorias. Esta contradicciéon puede
aparecer incluso si solamente se incluyen restricciones adicionales positivas como puede
observarse en el siguiente ejemplo:

Consideremos la red metabdlica de la Figura 1.1, con tres metabolitos {my, mq, ms}
(de los cuales el primero y el tercero son externos) y reacciones {ri,rs} con matriz
estequiométrica S = (1 — 2)

Figura 1.1: Red metabdlica simple con 3 metabolitos

@

|-
@
|-
@
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La condiciéon de equilibrio para el metabolito ms obliga a que en cualquier modo
de la red se tenga v; = 2vy. Por tanto si imponemos simultaneamente las restricciones
positivas v; = 1 y vo = 1 obtendremos un programa lineal:

Minimize vy + vy
subject to S-v =0
v >0 vy>0
v =1
vy =1
(1.11)

que es inviable.

En los casos en que se use solamente una restriccién positiva para asegurar que
las soluciones obtenidas son EFMs, la aparicion de problemas inviables se debera a la
imposicién de restricciones positivas y negativas incompatibles entre si. El caso mas
habitual esta ligado al conocido concepto de flux coupling [13,42,69]. Recordemos que
dadas dos reacciones r; y r;, se dice que r; implica a r; si en cualquier modo en que la
reaccion r; esté activa, r; también debe estarlo. En este caso las restricciones adicionales
r; = 1y r; = 0 son incompatibles entre si. Como consecuencia, aquellas técnicas de
calculo de EFMs que no tengan en cuenta los posibles couplings entre las reacciones
tendran una proporciéon de programas lineales inviables mayor.

Por todo lo comentado, es recomendable que cualquier método incluya busqueda
de reacciones bloqueadas, deteccién de metabolitos externos y analisis de las relaciones
de flux coupling entre reacciones.

1.3.2 Reacciones reversibles

Las reacciones metabdlicas que aparecen en una red pueden ser reversibles e irreversi-
bles. Esta distincion es importante ya que la restriccién termodindmica fuerza a que
las reacciones irreversibles presentes en el soporte de la solucion tengan valores positi-
vos. Sin embargo, esta limitacién no se puede imponer a las reacciones reversibles que
pueden tener valores positivos o negativos atendiendo a que pueden ocurrir en los dos
sentidos de la formula estequiométrica.

Si todas las reacciones son irreversibles, minimizar funciones lineales cuyos coefi-
cientes sean positivos es siempre un problema acotado. Por contra, la presencia de
reacciones estequiométricas reversibles convierte usualmente el problema de minimiza-
cién en no acotado, por lo que no nos garantizamos encontrar soluciones al intentar
resolverlo. Como se ha comentado, una técnica habitual es desdoblar las reacciones
reversibles en pares de reacciones irreversibles representando los dos posibles sentidos
de la misma [56,70,79]. Este proceso de desdoblar las reacciones reversibles hace que
aumente el tamano de la matriz resultante y la complejidad del sistema de ecuaciones
a resolver, pero a cambio obtenemos problemas de minimizacién acotados. Un enfoque
diferente al expuesto se puede encontrar en [66].
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En nuestro caso, este desdoblamiento es un paso previo [14] en la técnica de extrac-
cion usada. Hay que tener en cuenta que, si se desdoblan las reacciones reversibles, el
proceso de deteccién de reacciones bloqueadas debe ser posterior a este desdoblamien-
to puesto que alguna de las reacciones desdobladas resultantes puede estar bloqueada
(falsas reversibles).

Sin pérdida de generalidad, podemos considerar que el conjunto de reacciones de la
red no contiene reacciones bloqueadas, las reacciones reversibles estan desdobladas, y
la matriz estequiométrica S solamente incluye informacion sobre metabolitos internos.

Observemos que en un EFM no pueden aparecer juntas las dos reacciones resultantes
del desdoblamiento de una misma reaccion reversible. El funcionamiento interno del
método simplex hace que esto no ocurra en el problema inicial, pero puede ser inducido
por las restricciones adicionales que impongamos. Esto debe tenerse en cuenta al
incluir restricciones adicionales para evitar la aparicién de falsos EFMs que cumplen
las restricciones estequiométricas y termodinamicas, pero cuya aparente minimalidad
del soporte esta ligada a las restricciones impuestas.

Este comportamiento puede ser observado con un ejemplo. Consideremos la red
metabdlica de la Figura 1.2. La reaccion r; es reversible y todos los coeficientes
estequiométricos valen 1.

Figura 1.2: Red metabdlica con una reaccién reversible.

Esta red tiene tres EFMs con soportes {ry,rs} (actuando 7 en este caso en la
direccién desde my hacia ms), {ry,r3} (r1 en la direccién opuesta) y {ra,73}.

Si la reaccién 71 es reemplazada con dos reacciones irreversibles r{” y r1, se obtiene
el grafo siguiente de la Figura 1.3.

Figura 1.3: Red metabdlica con la reaccion reversible desdoblada
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Para el orden de las variables (r]", 7,72, 73), (considerando solamente metabolitos
internos) se deriva la matriz estequiométrica

-1 1 0 0
S:<1—1—11)

Entonces, el problema LP que se obtiene al afadir la restriccién r;{ = 1 conduce al
vector solucién (1,1,0,0) que no corresponde con un EFM.

Como hemos comentado, el problema radica en que no deben aparecer en un mismo
vector las dos reacciones que proceden del desdoblamiento de una reaccion reversible.
Esto no se puede evitar usando una tnica restriccion positiva adicional al LP bésico,
por lo que deberia de incluirse también la restriccién negativa

r; =0

Nuestro siguiente resultado muestra otra forma de evitar este comportamiento no
deseado.

Teorema 1. Sea M wuna red metabdlica. Sin pérdida de generalidad, supongamos
que las reacciones han sido reordenadas de modo que {ry,--- 1} son irreversibles y
Thal, ** ,Tn Son reversibles. Para cada reaccion reversible r;, se incorporan un par de
reacciones irreversibles {r;", v} que representan los dos posibles sentidos del flujo de
la reaccion r;. Escogemos una lista de nimeros no negativos {ay,--+ ,ax} tal que al
menos uno de ellos no es cero. Considérese el subconjunto V- C R™ definido por las
stguientes restricciones

S-v=0 (1.12)
v>0
k
Zai-vizl
=1

Si'V # () entonces cualquier punto extremo de V' corresponde a un EFM de la red.

Obsérvese que en este resultado la restricciéon positiva solo contiene reacciones
irreversibles. Este Teorema mejora el conocido resultado en [54] y evita situaciones
como la que aparecia en el ejemplo anterior. Una prueba de este resultado ha sido
publicada como material complementario de [88].

Los posibles EFMs falsos producidos por el desdoblamiento de reacciones reversibles
tienen siempre longitud 2, pero esto no quiere decir que todos los EFMs de longitud 2
vengan de estos desdoblamientos. Por ejemplo, el modelo de E.coli core [51] disponible
en BiGG [50] incluye el 2-ciclo formado por FRD7 y SUCDiI. Este 2-ciclo es un EFM
aunque no sea fisiolégicamente relevante (E.coli Core Model for Beginners -PART
1- [26, 31, 85]). Estos 2-ciclos tienden a aparecer repetidamente en los procesos de
extraccion de EFMs [58], por lo que es conveniente identificarlos previamente y, una
vez calculados, tratar las reacciones implicadas como si provinieran del desdoblamiento
de una reaccién reversible.
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1.3.3 Soluciones repetidas y el ratio de eficiencia de un méto-
do de extraccion de EFMs

La eficiencia en tiempo de un método de extraccién de EFMs puede depender en gran
medida de la configuracién de hardware usada y del software empleado (tanto del solver
como del lenguaje de programacién empleado). Por ello, para los métodos basados en
programacion lineal es mejor estudiar el ratio de eficiencia en funcién del nimero de
ejecuciones del solver simplex necesarias para obtener cada solucién diferente [55].
En este sentido, obtener una solucién diferente en cada ejecucién del método simplex
puede ser considerado el ideal (es decir, el ratio ideal es 1) y la eficiencia del método
sera mejor cuanto menor sea este ratio.

Normalmente la incidencia de soluciones repetidas tiende a ser alta, sobre todo
cuando ya se ha obtenido un nimero sustancial de EFMs en el experimento. Hay varios
factores que pueden favorecer el aumento de estas repeticiones. A veces el motivo por
el que no conseguimos evitar las repeticiones se debe principalmente a que, a pesar de
que el programa lineal propuesto sea diferente, los gradientes dados por las funciones
conducen a un mismo 6ptimo. También existe una fuerte componente estructural de la
red como la que se manifiesta en los flux couplings [13,69] que convierten en equivalentes
a conjuntos de restricciones adicionales aparentemente diferentes entre si.

Estos factores, y seguramente otros que atin no son conocidos, hacen que los ratios
de eficiencia tiendan a ser peores de lo deseable y su mejora es un problema interesante
aunque dificil de abordar. A lo largo de esta tesis mostraremos diferentes técnicas que
conducen a algoritmos con ratios que representan una clara mejora respecto a otros
métodos propuestos anteriormente.

1.4 Modificaciéon de programas lineales

Teniendo en cuenta todo lo anterior, los métodos de extraccién de EFMs basados en LP
parten del programa lineal inicial e intentan modificarlo para obtener en cada pasada un
EFM diferente. Estas variaciones pueden hacerse modificando el sistema de ecuaciones
anadiendo nuevas ecuaciones que representan restricciones adicionales, o influyendo en
el problema mediante la modificacién de la funciéon objetivo.

1.4.1 Restricciones adicionales

Sin pérdida de generalidad, el programa lineal bésico se conforma sin reacciones
bloqueadas. Restringir adicionalmente un programa lineal consiste en anadir nuevas
ecuaciones. Una parte nuclear de las técnicas de extraccién de modos es la de proponer
restricciones sobre el programa lineal basico conducentes a producir soluciones no
repetidas. Hay que tener en cuenta que la cantidad de ecuaciones adicionales tiene
un gran impacto en el tipo de soluciones y en la eficiencia obtenida.

Como hemos comentado, el uso de una unica restriccién adicional positiva permite
plantear problemas diferentes en cada iteracion que conducen a la obtencién de
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EFMs. Genéricamente las restricciones adicionales en los problemas de optimizacion
planteados tienen la forma expresada en las Ecuaciones 1.6 y 1.7. Una ventaja adicional
de usar unica restriccién positiva en una red que no contiene reacciones bloqueadas, es
que con ella siempre se construye un programa viable.

Por contra, la imposicion de restricciones negativas junto con esta restriccion
positiva puede dar lugar a construir programas inviables. Si, a pesar de esto, deseamos
usar restricciones negativas, podemos suponer que es necesaria una unica restriccion
de este tipo. Esto se debe a que poner dos restricciones negativas del tipo

es equivalente a imponer la tinica restriccion:

Z UZ'ZO

1€l1Ul>
Dado que nunca impondremos dos restricciones positivas para estar seguros de
obtener un EFM, y que siempre debemos incluir al menos una, nos encontramos con
dos posibles situaciones:

e Usar una restriccion positiva y ninguna negativa. La ventaja es que obtendre-
mos siempre problemas LP viables. En cambio, debemos tener cuidado con las
reacciones que incluimos en esta restriccién (recordemos que si usamos reacciones
reversibles podemos encontrar falsos EFMs de longitud 2).

e Combinar simultaneamente una restriccién positiva y una negativa. Esta mo-
dalidad nos plantea el problema de la posible compatibilidad entre ellas. Este
problema no es de facil solucion, ya que conocer la compatibilidad entre las dos
restricciones es equivalente a conocer los cut sets de la red [37,39]. De hecho, si
tenemos dos restricciones

Estas dos restricciones son compatibles si y sélo si I, no es un cut set para I.
Conocer todos los cut sets de la red es un problema de complejidad equivalente
a conocer sus EFMs [6]. Sin embargo, esta via permite incluir reacciones proce-
dentes de desdoblar reversibles en la restriccion positiva (siempre que incluyamos
su inversa en la restriccién negativa).

Finalmente indicar que un uso importante de las restricciones positivas es condi-
cionar las soluciones a que contengan una reaccién o metabolito objetivo (target). Por
tanto, si queremos considerar reacciones target que sean reversibles, debemos usar una
combinacion entre una restriccion positiva y otra negativa.
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1.4.2 Importancia de las funciones objetivo

Otra técnica para obtener diferentes problemas de optimizacion es alterar el programa
lineal cambiando la funcién objetivo. Podemos pensar que esta funcion era originalmen-
te el sumatorio de todas las variables con coeficiente unidad. Por tanto, intuitivamente
esa funcién alcanza su minimo cuando el nimero de sumandos no nulos es minimo y se
espera que eso se traduzca en que las soluciones sean EFM. Cuando se opta por tener
una unica restriccién positiva, la solucién obtenida sabemos que es un EFM, por lo que
podemos modificar la funcién objetivo propuesta para obtener diferentes problemas de
optimizacion.
Hay diversas formas de modificar la funciéon objetivo a minimizar:

e Sustituirla por una funcién del tipo
flv) = Z Aiv;

para cualquier conjunto de nimeros positivos \;.

Este tipo de funciones tienen propiedades semejantes a la original, pero su
gradiente no es el mismo. Al usar diferentes funciones esperamos que los minimos
correspondientes sean diferentes y obtengamos nuevos EFMs.

e No usar todas las reacciones en la funcion, sino solamente un subconjunto. Puede
interpretarse como una restriccion negativa soft, en el sentido de intentar obtener
EFMs que tengan inactivas todas o alguna de las reacciones que aparecen en
dicha funcion. La idea tras esta modificacion es que el minimo de la funcién se
obtendria cuando quitamos todas esas reacciones pero, al no saber si esto posible,
se plantea el problema para tender a quitar el mayor niimero posible de ellas.

e Usar una funcion general del tipo

Fw)=>" A

jeJ
para cualquier conjunto de nimeros \; # 0,J C R.

Este tipo de funciones debe usarse con cuidado ya que, dependiendo de como se
hayan incluido los limites de las variables en el solver, puede dar lugar a problemas
no acotados o a falsos EFMs. Para evitar este comportamiento se deben incluir
en la restriccion positiva todas aquellas variables que aparezcan en la funcién con
coeficientes positivos.

Un caso extremo del tercer tipo de modificacion expuesta anteriormente se da
cuando todos los coeficientes son negativos. Este caso es equivalente a plantear un
problema de maximizacién.

Ademas de buscar EFMs diferentes en cada iteracion, los motivos para condicionar
la funcién objetivo pueden ser buscar penalizar o promocionar la aparicion de un
subconjunto de reacciones en los EFMs obtenidos [89].
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1.5 Representatividad de un conjunto de EFMs

Ya hemos comentado que, para la mayor parte de las GSMN disponibles, ninguno
de los métodos desarrollados permiten calcular el conjunto completo de EFMs de la
red. Una ventaja de los métodos basados en optimizacién (tanto LP como MILP) es la
probabilidad de construir subconjuntos grandes de EFMs a partir de los cuales intentar
inferir propiedades de la red. Sin embargo, para que estas inferencias tengan validez el
conjunto obtenido debe ser suficientemente representativo respecto a la propiedad que
se quiere estudiar.

La produccién de biomasa es una reaccion artificial que representa el crecimiento
de la célula. Los valores estequiométricos de esta reaccién destacan por no ser valores
enteros y es, en parte, porque representan con precision la proporcién de los metabolitos
presentes en la célula [12,20]. No es deseable una representation insuficiente de la misma
cuando analizamos aspectos vitales del comportamiento metabdlico. Supongamos que
estamos estudiando la produccién de biomasa en el modelo E.coli core [51] disponible
en BiGG [50]. Esta red tiene 100.274 EFMs [67]. El histograma de la Figura 1.4 muestra
la distribucién de sus longitudes (por claridad, se ha excluido el tnico 2-ciclo de esta

red formado por SUCDi y FRD7).
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Figura 1.4: Histograma de longitudes de los EFMs en E.coli core

Este histograma es bimodal debido a que en esta red los EFMs en los que no
participa la reaccion de biomasa tienen una longitud menor. Esto puede observarse
en la Figura 1.5 en la que se muestran superpuestos al histograma anterior los
correspondientes a las longitudes de EFMs con y sin reaccion de biomasa activa.

Si usamos un método de extraccion de EFMs que prime encontrar EFMs de
longitud pequena, podriamos inferir equivocadamente que la mayor parte de los EFMs
no contienen esta reaccion. Este es efectivamente el caso, el grafico 1.6 muestra la
proporcién de EFMs que contienen biomasa a lo largo de la extraccién de todos los
EFMs de la red usando un algoritmo de extraccién basado en el propuesto en [88].

Si hubiéramos obtenido los primeros 20,000 EFMs (esto es, aproximadamente un
20% de todos los EFMs, lo que es mucho mds de lo que puede obtenerse en redes
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Figura 1.5: Histogramas de longitudes de los EFMs en E.coli core con superposicion
de histogramas con la reaccién de biomasa y sin ella.

grandes) hubiéramos llegado a la conclusién de que la biomasa se encuentra activa en
menos de la mitad de los casos (un 43.66 % frente al 83.37 % real). Este error hubiera
sido mayor si nuestro conjunto de EFMs obtenidos hubiese sido mas pequeno.
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Figura 1.6: Progresién de extracciéon EFMs y sus longitudes en el algoritmo EFM-Ta.

Dado que en la mayor parte de los casos no se puede calcular la lista completa
de EFMs, estos comportamientos anémalos son dificiles de detectar. Pero, al menos,
deberia prestarse atencion a dos caracteristicas importantes:

e Comparar la tipologia de los EFMs obtenidos con diferentes medios de extraccién.

e Para un mismo método, comprobar la estabilidad del tipo de EFMs obtenidos du-
rante la realizacién de experimentos conducentes a la obtencion de subconjuntos
de EFMs de cardinalidad alta.
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Cualquiera de los dos aspectos anteriores puede llevarse a cabo mediante técnicas
estadisticas de comparacion de muestras. Las posibles caracteristicas a analizar depen-
deran del problema a tratar y pueden incluir, como en el ejemplo anterior, las longitudes
de los EFMs obtenidos o las proporciones de algunas o todas las reacciones implicadas.
Dentro de las muchas herramientas disponibles se puede usar tests de ajuste (como el
test x?) o, dado que seguramente las caracteristicas usadas no serdn independientes,
tests no paramétricos como el test de Wilcoxon.

1.6 Objetivos de esta tesis

En los ltimos anos se han propuesto diferentes métodos tendentes a la enumeracién del
conjunto de EFMs de una GSMN. Sin embargo, el crecimiento exponencial del niimero
de estos EFMs conforme crece el tamano de la red hace que haya una continua necesidad
de mejorar dichos métodos haciéndolos cada vez més eficientes. En la mayoria de los
casos es imposible obtener el conjunto completo de los EFMs de una red, por lo que los
métodos disponibles solamente permiten obtener subconjuntos del total. Un aspecto
importante asociado a este problema es la necesidad de estudiar la representatividad
del subconjunto de EFMs obtenido respecto a alguna propiedad que se desee analizar.
Por todo ello, los objetivos principales de esta tesis son:

e Analizar las posibles formas de modificar el problema LP inicial asociado a la red

metabodlica para asi clarificar las posibles estrategias que conduzcan al célculo de
EFMs basados en LP.

e Hacer un analisis previo de los tipos de reacciones que pueden aparecer en una
red como paso previo al andlisis de las modificaciones que son admisibles en
el programa LP inicial y, en base a ello, mejorar la eficiencia de los métodos
propuestos.

e Analizar el papel de la funcién objetivo en la creacién y mejora de métodos de
extraccion de EFMs basados en LP.

e Analizar en profundidad el método simplex usado en estos métodos de forma
que se puedan plantear métodos maés eficientes de extraccién de EFMs, incluso
rompiendo la barrera del ratio ideal de eficiencia 1 planteado en el Capitulo 1.3.3.

e Iniciar el estudio, usando técnicas estadisticas, de la representatividad de un
conjunto de EFMs, al menos dentro de los limites comentados en la seccion
1.5 de esta introduccion. Como hemos observado anteriormente, este estudio es
fundamental ya que, de no realizarse, cualquier inferencia sobre la red en base a
subconjuntos de EFMs calculados con cualquier método de extracciéon puede ser
errénea debido a los sesgos producidos por el método empleado.
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1.7 Estructura de esta tesis

La estructura de esta tesis por compendio de articulos intenta abordar y resolver los
objetivos que acabamos de proponer. La tesis estd dividida en tres grandes capitulos:

e Capitulo 1- Introduccién y andlisis de las principales técnicas usadas durante la
realizacion de este trabajo. Material necesario para motivar y contextualizar las
investigaciones realizadas, y exponer los retos a los que nos hemos enfrentado.

e Capitulo 2- Publicaciones que componen esta tesis doctoral. En este capitulo
se ofrecen los 3 articulos publicados y que dan lugar a la tesis por compendio,
mas un articulo adicional (el primero) que completa perfectamente el contenido
mostrado en los otros tres articulos.

— Capitulo 2.1.- Articulo publicado por J. F. Hidalgo, F. Guil y J.M. Garcia,
Improving the performance of pathway extraction methods by
infeasibilities remowal. Este articulo analiza el tipo de restricciones que
se pueden imponer a un problema LP para la obtencién de EFMs y estudia
el impacto en la eficiencia de realizar un estudio previo de los tipos de
reacciones implicadas.

— Capitulo 2.2.- Articulo publicado por J. F. Hidalgo, Jose A. Egea, F. Guil
y J.M. Garcia, Improving the EFMs quality by augmenting their
representativeness in LP methods. Se recoge un primer estudio sobre
la influencia del método escogido para extraer conjuntos de EFMs en la
representatividad del conjunto obtenido.

— Capitulo 2.3.- Articulo publicado por F. Guil, J. F. Hidalgo y J.M. Garcia,
Boosting the extraction of Elementary Flux Modes in Genome-
ScaleMetabolic Networks wusing the Linear Programming ap-
proach. En este articulo se presenta un nuevo método de extraccion de
EFMs basado en el andlisis del tableau final del solver simplex. Dadas las
dificultades de trabajar directamente con este tableau (debidas a su ta-
mafio), se propone un algoritmo basado en una variante de este método
que puede implementarse a partir de la soluciéon final y de la matriz sparse
del problema. Se demuestra que este algoritmo mejora la eficiencia de los
métodos propuestos anteriormente.

— Capitulo 2.4.- Articulo publicado por J. F. Hidalgo, F. Guil y J.M. Garcia,
Flur Coupling and the Objective Functions’ Length in EFMs.
Articulo dedicado a estudiar las posibles modificaciones en la funcién obje-
tivo usadas para obtener EFMs. Se centra en la segunda estrategia comen-
tada, es decir, en disminuir el nimero de reacciones usadas en la funcion, y
analiza el impacto sobre la eficiencia del método al elegir de forma adecuada
la longitud del conjunto de dichas reacciones.

e Capitulo 3.- La tesis se cierra con un resumen de las principales aportaciones
realizadas. Asimismo, se presentan también todas las contribuciones que se han
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realizado relacionadas con esta tesis y se comenta su contenido. Finalmente se
presenta una lista de tépicos cuyo estudio esperamos que proporcione en el futuro
un mejor entendimiento de algunos de los temas y problemas tratados en esta
tesis.



Capitulo 2

Publicaciones que componen esta
Tesis Doctoral
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22 Improving the performance of pathway extraction methods by infeasibilities ..

2.1 Improving the performance of pathway ex-
traction methods by infeasibilities removal

Nombre: International Conference on Bioinformatics and Biomedical Enginee-
Ting

ISBN: 978-84-17293-36-9

Editorial: Godel S.L.

Indicios de calidad: Ratio de aceptacion: 40 % (122/309). Posicién: CORE B.
Pégina Web: http://iwbbio.ugr.es/pdf/Proceedings_ExtendedAbstract.
pdf


http://iwbbio.ugr.es/Proceedings_ExtendedAbstract.pdf
http://iwbbio.ugr.es/Proceedings_ExtendedAbstract.pdf
http://iwbbio.ugr.es/pdf/Proceedings_ExtendedAbstract.pdf
http://iwbbio.ugr.es/pdf/Proceedings_ExtendedAbstract.pdf
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Nombre Jose F. Hidalgo
Universidad de Murcia

Nombre Dr. Francisco Guil
Universidad de Murcia

Nombre Dr. José M. Garcia
Universidad de Murcia

José F. Hidalgo Céspedes, declara haber participado en el diseno del método,
en la redaccion del articulo y haber realizado la programacién y realizado los
test que aparecen en el articulo Improving the performance of pathway extraction
methods by infeasibilities removal.

Abstract

Motivation: Genome-scale metabolic network (GSMN) analysis requires efficient
calculation of modes and specifically elementary flux modes (EFMs). State of the
art methods for retrieving EFMs and pathways for biological studies use a linear
programming formulation which is usually solved using the simplez method. One of
the main drawbacks is the existence of large amounts of infeasible solutions, being an
important fraction of them hard-coded in the metabolic reconstruction itself.

Results: Here we propose a method to avoid many of the possible infeasible
solutions that can appear extracting modes. Furthermore, the computational cost that
can be saved by applying this method can easily be estimated. Results over different
case studies found in the literature are provided withing the paper.
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2.2 Improving the EFMs quality by augmenting
their representativeness in LP methods

Nombre: BMC' Systems Biology
ISSN: 1752-0509

Editorial: BIOMED Central Ltd.

Indicios de calidad: Factor de impacto de 2.0418 (ISI-JCR 2018). Cuartil: Q2:
Mathematical & Computational Biology (22/59).

Web: https://bmcsystbiol.biomedcentral.com/
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Nombre Jose F. Hidalgo
Universidad de Murcia
Nombre Dr. Jose A. Egea
Universidad de Politécnica de Cartagena
Nombre Dr. Francisco Guil
Universidad de Murcia
Nombre Dr. José M. Garcia
Universidad de Murcia

José F. Hidalgo Céspedes, declara haber: participado en el disenio del método,
en la redaccion del articulo y haber realizado la programacién y realizado los
test que aparecen en el articulo Improving the EFMs quality by augmenting their
representativeness in LP methods.

Abstract

Background: Although cellular metabolism has been widely studied, its fully
comprehension is still a challenge. A main tool for this study is the analysis of
meaningful pieces of knowledge called modes and, in particular, specially interesting
classes of modes such as pathways and Elementary Flux Modes (EFMs). Their study
often has to deal with issues such as the appearance of infeasibilities or the difficulty of
finding representative enough sets of modes that are free of duplicated information.
Mode extraction methods usually incorporate strategies devoted to mitigate these
phenomena but they still get a high ratio of repetitions in the set of solutions.

Results: This paper presents a proposal to improve the representativeness of the
full set of metabolic reactions in the set of computed modes by penalizing the eventual
high frequency of occurrence of some reactions during the extraction. This strategy
can be applied to any linear programming based extraction existent method.

Conclusions: Our strategy enhances the quality of a set of extracted EFMs fa-
vouring the presence of every reaction in it and improving the efficiency by mitigating
the occurrence of repeated solutions. The new proposed strategy can complement
other EFMs extraction methods based on linear programming. The obtained solutions
are more likely to be diverse using less computing effort and improving the efficiency
of the extraction.
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2.3 Boosting the extraction of FElementary Flux
Modes in Genome-Scale Metabolic Networks
using the Linear Programmaing approach

Titulo

Autores
Tipo
Publicacion
Ano

Mes

DOI

URL
Estado

Boosting the extraction of Elementary Fluz Modes in Genome-
Scale Metabolic Networks using the Linear Programming ap-
proach

F. Guil, J. F. Hidalgo y J.M. Garcia

Publicacion

Bioinformatics

2020

Abril

10.1093/bioinformatics/btaa280
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btaa280
Publicado

Nombre: Bioinformatics

ISBN: 978-84-17293-36-9

Editorial: BIOMED Central Ltd.

Indicios de calidad: Factor de impacto de 5.610 (ISI-JCR 2019). Cuartil: Q1:
Mathematical & Computational Biology (3/59).

Web: https://academic.oup.com/bioinformatics


10.1093/bioinformatics/btaa280
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btaa280
https://academic.oup.com/bioinformatics

Boosting the extraction of Elementary Flux Modes in Genome-Scale Metabolic

28 Networks using the Linear Programming approach
Nombre Dr. Francisco Guil
Universidad de Murcia
Nombre Jose F. Hidalgo
Universidad de Murcia
Nombre Dr. José M. Garcia

Universidad de Murcia

José F. Hidalgo Céspedes, declara haber: participado en el disenio del método,
en la redaccion del articulo y haber colaborado con la programaciéon y los test
que aparecen en el articulo Boosting the extraction of Elementary Flux Modes in
Genome-Scale Metabolic Networks using the Linear Programming approach.

Abstract

Motivation: Elementary flux modes (EFMs) are a key tool for analyzing genome-
scale metabolic networks (GSMNSs), and several methods have been proposed to com-
pute them. Among them, those based on solving Linear Programming (LP) problems
are known to be very efficient if the main interest lies in computing large enough sets

of EFMs.

Results: Here, we propose a new method called EFM-Ta that boosts the efficiency
rate by analyzing the information provided by the LP solver. We base our method on
a further study of the final Tableau of the simplex method. By performing additional
elementary steps and avoiding trivial solutions consisting of 2-cycles, we obtain many
more EFMs for each LP problem posed, improving the efficiency rate of previously
proposed methods by more than one order of magnitude.
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2.4 Flux Coupling and the Objective Functions’
Length in EFMs

Nombre: Metabolites
ISSN: 2218-1989

Editorial: Multidisciplinary Digital Publishing Institute

Indicios de calidad: JOR Category Rank: 95/297 (Q2) in ’'Biochemistry &
Molecular Biology’.

Web: https://www.mdpi.com/journal/metabolites


https://doi.org/10.3390/metabo10120489
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30 Fluz Coupling and the Objective Functions’ Length in EFMs

Nombre Jose F. Hidalgo
Universidad de Murcia

Nombre Dr. Francisco Guil
Universidad de Murcia

Nombre Dr. José M. Garcia
Universidad de Murcia

José F. Hidalgo Céspedes, declara haber: participado en el disenio del método,
en la redaccion del articulo y haber colaborado con la programacion y los test

que aparecen en el articulo Fluz Coupling and the Objective Functions’ Length
in EFMs.

Abstract

Motivation: Structural analysis of constraint-based metabolic network models
attempts to find the network’s properties by searching for subsets of suitable modes or
Elementary Flux Modes (EFMs). One useful approach is based on Linear Program (LP)
techniques, which introduce an objective function to convert the stoichiometric and
thermodynamic constraints into a linear program (LP), using additional constraints
to generate different non-trivial modes. This work introduces FLFS-FC (Fixed Length
Function Sampling with Flux Coupling), a new approach to increase the efficiency of
generation of large sets of different EFMs for the network. FLFS-FC is based on the
importance of the length of the objective functions used in the associated LP problem
and the imposition of additional negative constraints.

Results: Our proposal overrides some of the known drawbacks associated with the
EFM extraction, such as the appearance of unfeasible problems or multiple repeated
solutions arising from different LP problems.



Capitulo 3

Conclusiones y vias futuras

Este capitulo ofrece un resumen de la principales aportaciones de los articulos incluidos
en la tesis asi como da idea de las posibles lineas de trabajo que completardn y
ampliaran estos resultados.

3.1 Conclusiones cientificas

El primer capitulo nos ha permitido dar un somero resumen de las principales ideas que
nos llevaron a abordar los problemas centrales de este trabajo. Al final de la misma, y
a modo de sumario, se expusieron cuales eran estos.

En el segundo Capitulo encontramos los articulos que contienen las principales
aportaciones de esta tesis a los temas planteados. El orden que emplearemos aqui no
es exactamente el mismo en que aparecen en la tesis (cronoldgico), pero creemos que
se adapta mejor a tener una visiéon de conjunto de la misma.

e En el Capitulo 2.1 abordamos el estudio de las posibles restricciones adicionales
que pueden usarse para obtener nuevos EFMs. Se estudia en mayor profundidad
el problema de las reacciones bloqueadas, su posible origen, asi como los métodos
para detectar y eliminar dichas reacciones del problema. Este Capitulo termina
con el andlisis del impacto en la eficiencia de los métodos de extraccion de EFMs
que tiene dicha eliminacion.

e En el Capitulo 2.4 nos enfrentamos a un estudio semejante al del Capitulo 2.1,
pero centrandonos en este caso en la importancia de la modificacion de la funcion
objetivo. Se estudia la mejora de eficiencia cuando se modifica un programa
lineal usando las restricciones adicionales o la funcién objetivo. Para este tltimo
enfoque, se analiza en detalle una de las posibles modificaciones (restringir el
nimero de reacciones a incluir en ella con coeficientes no nulos) y cémo afecta a
la eficiencia de nuestros métodos el hecho de elegir mas o menos reacciones para
formar parte de dicha funcién. Este articulo incluye también el andlisis de cudl
es la mejor longitud de funcién posible para algunas situaciones concretas. Asi
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Principales aportaciones

mismo se realiza un estudio del impacto que tiene en la eficiencia la inclusién de
restricciones negativas.

Capitulo 2.2 presenta un primer estudio de la influencia del método de extrac-
cién elegido en el tipo de EFMs obtenidos. Se proponen dos métodos sencillos
(extraccién usando funciones escogidas de forma totalmente aleatoria y funciones
con coeficientes elegidos en funcién de EFMs anteriores) y se demuestra que los
conjuntos de reacciones obtenidos son diferentes en una medida que es estadisti-
camente significativa.

Finalmente el capitulo 2.3 presenta un nuevo algoritmo de extraccién de EFMs
(llamado EFM-Ta) que mejora de forma muy significativa la eficiencia de métodos
anteriores. Este nuevo método se basa en la inspeccion del tableau final del
método simplex. En los casos en los que trabajar con ese tableau final sea
imposible o muy costoso computacionalmente, se muestra un algoritmo que puede
usarse de forma alternativa. Se comprueba la eficiencia de este método en diversas
redes de tamano grande y se analiza como adaptarlo al problema mas especifico
de encontrar EFMs que contienen una determinada reaccién objetivo.

En resumen, creemos que las aportaciones expuestas en la seccion anterior deben ser
vistas como pasos interesantes en el estudio de los temas que nos proponiamos abordar.

3.2 Principales aportaciones

Al hilo de los objetivos planteados en la Introduccién para esta tesis, pasamos a
enumerar las principales aportaciones de este trabajo:

o Analizar las posibles formas de modificar el problema LP inicial asociado a la red

metabolica para asi clarificar las posibles estrategias que conduzcan al cdlculo de
EFMs basados en LP.

Se han analizado las dos estrategias que conducen a realizar modificaciones en
el problema lineal original: introduciendo restricciones adicionales o cambiando
la funcién objetivo. Como se comenta en el Capitulo 2.4, el cambio en la
funcién objetivo tiene un mayor impacto en la eficiencia del método, pero el
ideal es un método que incluya ambas modificaciones. A lo largo de las diversas
aportaciones se ha analizado también las limitaciones que deben imponerse a
estas modificaciones.

Hacer un andlisis previo de los tipos de reacciones que pueden aparecer en una
red como paso previo al andlisis de las modificaciones que son admisibles en
el programa LP inicial y, en base a ello, mejorar la eficiencia de los métodos
propuestos.

En este sentido se ha analizado la influencia de eliminar las reacciones bloqueadas
y metabolitos externos antes de proceder a la extracciéon de EFMs. En segundo
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lugar se ha estudiado la interrelacion entre las reacciones provenientes de desdo-
blar reacciones reversibles y las estrategias basadas en imponer una restriccion
positiva adicional. Se ha mostrado cémo evitar 2-ciclos en el proceso de extrac-
cién (tanto los que corresponden a EFMs como los falsos EFMs producidos por
el proceso de dedoblamiento). Se ha analizado c6mo este estudio previo mejora
claramente la eficiencia.

e Analizar el papel de la funcion objetivo en la creacion y mejora de métodos de
extraccion de EFMs basados en LP.

Ya hemos comentado que la modificaciéon adecuada de la funcién a modificar
es la que produce un mayor impacto en la eficiencia del proceso de extraccion.
Como comentamos, una posible estrategia es modificarla a base de incluir en ella
solamente subconjuntos de reacciones. Esta modificacién puede verse como una
restriccion soft en el sentido de intentar eliminar todas las reacciones que forman
parte de este conjunto. Pero quedaba la cuestion de si la cardinalidad de estos
conjuntos jugaba algin papel en cuanto a la eficiencia de nuestro proceso. En
el Capitulo 2.4 se procede a este analisis, llegando a la conclusién de que esta
cardinalidad es un factor determinante en dicha eficiencia y se apunta a cémo
obtener, para cada red particular, la cardinalidad 6ptima.

o Analizar en profundidad el método simplex usando en estos métodos de forma
que se puedan plantear métodos mds eficientes de extraccion de EFMs, incluso
rompiendo la barrera del ratio ideal de efictencia 1 planteado en el Capitulo 1.5.5.

Como comentamos, el ratio de eficiencia de un método de extracciéon de EFMs
mediante LP se define como el nimero de programas LP necesarios para obtener
un nuevo EFM. En este sentido, podria parecer que el ratio ideal es 1. Sin
embargo, un analisis detallado del método simplex permite ir mas alla de este
ratio ideal, ya que se puede aprovechar cada solucién obtenida, junto con el
tableau final que el método proporciona, para obtener otras soluciones a partir
de ésta. El Capitulo 2.3 presenta dos métodos de conseguir esto mediante un
paso adicional de pivoteo sobre el tableau final o usando la solucién y la matriz
estequiométrica en forma sparse. Este método, llamado EFM-Ta, presenta un
ratio de eficiencia mucho mejor que otros métodos propuestos anteriormente.

e Iniciar el estudio, usando técnicas estadisticas, de la representatividad de un
conjunto de EFMs, al menos dentro de los limites comentados en 1.5 en esta
introduccion.

Este estudio es fundamental ya que, de no realizarse, cualquier inferencia sobre
la red en base a subconjuntos de EFMs calculados con cualquier método de
extracciéon puede ser erronea debido a los sesgos producidos por el método
empleado. Un primer paso de dicho estudio es ser capaces de determinar si dos
métodos de extraccion producen subconjuntos que tengan la misma tipologia.
Para abordarlo hemos usado técnicas de comparacién de muestras (concretamente
el test de Wilcoxon). El resultado obtenido es que, como era de esperar, el método
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de extraccion influye de modo estadisticamente significativo en el tipo de EFMs
obtenidos.

3.3 Publicaciones realizadas de esta tesis

A continuacién, ofrecemos todas las publicaciones que se han realizado durante el
desarrollo de este tesis doctoral:

1. José F. Hidalgo, Francisco Guil, and José M. Garcia, (2015). A new approach to
obtain EFMs using graph methods based on the shortest path between end nodes.
Proc. de 3th International Work-Conference on Bioinformatics and Biomedical
Engineering (IWBBIO 2015), Granada, Spain. Péginas: 641-649, 2015. Sprin-
ger International Publishing. Ratio de aceptacién: 50 %(134/268). Posicién: B.
https://doi.org/10.1007/978-3-319-16483-0_62 .

Esta contribucién a congreso constituye el comienzo del estudio de los elementos
que constituyen el andlisis de las redes metabdlicas y la extraccion de rutas
elementales. Se estudia el problema desde el punto de vista de la red como
digrafo dirigido. Se plantea un enfoque de la minimalidad de las rutas basado
en el calculo de caminos mas cortos con el algoritmo de Dijkstra. No ha sido
incluido en el compendio que conforma la tesis por ser un trabajo exploratorio
de la materia, y por utilzar técnicas que no estan alineadas con las que si hemos
utilizado intensamente en las publicaciones mas recientes y de mayor impacto
editorial.

2. José F. Hidalgo, Francisco Guil, and José M. Garcia, (2016). Computing EFMs
using balanced subgraphs and boolean logic. En 4th International Work-Conference

on Bioinformatics and Biomedical Engineering (IWBBIO 2016), Granada, Spain.
Abril 2016.

En esta ponencia describimos la caracteristica de grafo balanceado desde el punto
de vista del algebra booleana. Un modo, elemental o no, cumple la condiciéon
necesaria de equivaler a un grafo balanceado. En este articulo se asienta la
diferencia entre grafo balanceado y modo, y se justifica con la caracterizacion
de la regla del rango.

No ha sido incluido en el compendio que conforma la tesis por que finalmente
los métodos basados en el algebra booleana presentan una eficiencia considera-
blemente menores que los basados en LP, por lo que no ha supuesto una linea
trabajo que contribuya al resultado de esta tesis.

3. José F. Hidalgo, Francisco Guil, and José M. Garcia, (2016). A
new approach to obtain FEFMs using graph methods based on the
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shortest path between end mnodes. Genomics and Computational Bio-
logy, [S.1], v. 2, n. 1, p. e30, sep. 2016. ISSN 2365-7154. Availa-
ble at:  https://genomicscomputbiol.org/0js3/GCB/article/view/27.  doi:
https://doi.org/10.18547/gch.2016.vol2.iss1.e30.

Este articulo es la secuela de la contribucion al congreso IWBBIO 2016. Se
trata de una revista open-access y de revision entre pares. Contiene una version
extendida de la contribucién de dicho congreso.

Con esta publicacion se cierra la etapa de exploracion de redes metabdlicas con
técnicas basadas en grafos.

4. Jose A. Egea, José F. Hidalgo, Francisco Guil y José M. Garcia, (2016). Cdlculo
de Modos de Flujo Elemental en redes metabolicas mediante busqueda dispersa.
En XVII Conferencia de la Asociacién Espanola para la Inteligencia Artificial,
Salamanca (Spain). Septiembre 2016.

Esta contribucion presenta el algoritmo de busqueda dispersa para la extraccion
de EFMs mediante la modificacion la funcién objetivo de programas lineales que
han producido EFMs. La modificacion del gradiente de la funcién objetivo nos
permite obtener nuevas soluciones sin incurrir en inviabilidad del nuevo problema
planteado. Esta idea la volvemos a poner en juego con mas claridad en articulos
posteriores como un complemento a diferentes estrategias. El apartado 1.4.2
analiza algunas de sus conclusiones.

5. José F. Hidalgo, Jose A. Egea, Francisco Guil, and José M. Garcia (2017)
Representativeness of a Set of Metabolic Pathways. In: Rojas I., Ortuno F.
(eds). 5th International Bioinformatics and Biomedical Engineering Congress
(IWBBIO 2017), Granada, Spain. Ratio de aceptacion: 40 % (122/309). Posicién:
B. https://doi.org/10.1007/978-3-319-56148-6_58. Lecture Notes in Computer
Science, vol 10208. Springer, Cham.

Esta contribucion redunda en la modificacién de la funcién objetivo para técnicas
de extraccion de EFMs con programacion lineal. En este caso, se aplica al objetivo
de acelerar la representatividad del conjunto de soluciones que vamos obteniendo.
Damos una medida de cémo valorarlo con respecto a la propia evolucién del
algoritmo y con respecto al conjunto completo de soluciones en el hipotético
caso de que estuviera disponible. Sobre la medida de la representatividad y el
significado bioldgico y la falacia interpretativa en la que se puede incurrir sin
ellos hemos presentado avances el capitulo 1.5.

6. José F. Hidalgo, Francisco Guil, and José M. Garcia (2018) Improving the perfor-
mance of pathway extraction methods by infeasibilities removal. 6th Internatio-
nal Work-Conference on Bioinformatics and Biomedical Engineering (IWBBIO
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2018), Granada, Spain. Abril 2018. Proceedings Extended abstracts, ISBN: 978-
84-17293-36-9

Esta contribucién a congreso muestra la importancia de la preparacion de los
modelos metabdlicos como mecanismo para impulsar la eficiencia posterior en la
bisqueda de EFMs. Es aplicable principalmente a técnicas basadas en progra-
macion lineal en las que se circunscribe esta tesis. Se alinea con el capitulo 1.3.1
sobre deteccion de reacciones bloqueadas y los efectos en términos de eficiencia
de plantear programas lineales inviables.

. José F. Hidalgo, Jose A. Egea, Francisco Guil, and José M. Garcia,

(2018). Improving the EFMs quality by augmenting their representative-
ness in LP methods. BMC Systems Biology, 12 (Suppl. 5), 101 (2018).
https://doi.org/10.1186/s12918-018-0619-1

Este articulo es la contribucion ampliada de la presentada en IWBBIO 2017.
Aparece el concepto de huella de un conjunto de soluciones como el atributo
calculado para diferentes conjuntos de EFMs o soluciones y con el que poder
establecer comparativas en términos de representatividad.

. Francisco Guil, José F. Hidalgo, José M. Garcia, (2020). Boosting the ex-

traction of FElementary Flur Modes in Genome-Scale Metabolic Networks
using the Linear Programming approach. Bioinformatics , 04 2020. doi:
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btaa280

En este articulo se presenta el método EFM-Ta (que significa EFM using the
Tableau) que usa el algoritmo simplex para producir una solucién 6ptima inicial
que es un EFM 1y, tras ello, se realizan sencillos pasos para producir nuevos
vértices, esto es, nuevos EFMs. Llamamos a esos nuevos vértices los wvértices
adyacentes de la primera soluciéon. La mejor eficiencia obtenida anteriormente
en la extraccién de EFMs usando métodos basados en programacién lineal se ve
aumentada en 10x con nuestro método. El articulo detalla las diferentes técnicas
y cémo pueden ser exportadas a otros métodos de extraccion basados en LP.

. Francisco Guil, José F. Hidalgo, and José M. Garcia, (2020). Fluz Coupling and

the Objective Functions’ Length in EFMs, Metabolites 10.12 (2020): 489. doi:
https://doi.org/10.3390 /metabo10120489

Este articulo presenta una técnica heuristica especifica para modificar funciones
objetivo de programas lineales que llamamos FLFS-FC. Los ingredientes princi-
pales son la eleccion de diferentes longitudes de funcion objetivo por su impacto
observado en el conjunto resultantes de soluciones. Otro aspecto que introducimos
es la incorporacién de restricciones tanto positivas como negativas en nuestros
problemas lineales. El método FLFS-FC mejora suficientemente los ratios de efi-
ciencia obtenidos por otros grupos de investigacion.



Conclusiones y vias futuras 37

3.4 Vias futuras

Las aportaciones anteriores abren la posibilidad de ahondar en algunos de los problemas
propuestas.

Un primer tema que pensamos que es de importancia central es continuar el estudio
de la representatividad de los conjuntos de EFMs que se obtienen usando los diferentes
métodos disponibles. Creemos esto porque, dado que la cantidad y calidad de modelos
disponibles para diferentes GSMNs es cada vez mayor, es muy probable que el conjunto
de EFMs no esté disponible para la mayoria de ellos a pesar de las mejoras en la
eficiencia de los métodos de extraccion. Como ya hemos comentado, es muy dificil
extrapolar informacion de forma precisa al conjunto completo si solamente disponemos
de subconjuntos de EFMs que no sabemos si son representativos. Creemos que se debe
emprender un estudio sistemético para poder comparar los conjuntos obtenidos por
distintos métodos. Esta comparacion debe empezar por redes en las que ya es conocido
el conjunto total de EFMs para después intentar extrapolar el conocimiento obtenido
a redes mas complejas.

También creemos que parte del estudio realizado en este trabajo podria ser exten-
sible a otros enfoques, concretamente a aquellos basados en programacion entera. Al
igual que en métodos basados en LP, seguramente un analisis mas detallado del algo-
ritmo de optimizacién usado podria desembocar en algoritmos basados en MILP que
tuvieran una eficiencia significativamente mejor que los desarrollados actualmente.

En linea con lo anterior, seria deseable poder extender la aplicacion del algoritmo
EFM-Ta de modo que se pudiera aplicar a otros contextos. Concretamente, seria
deseable poder aplicarlo no solamente a la obtencién de conjuntos de EFMs, sino
también a la bisqueda de Minimal Cut Sets [37,39], Minimal Metabolic Behaviours
[43,68] o Minimum Set of Elementary Modes [67].
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