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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr inz. Roksany Duszkiewicz

pt. ,,Ocena liganda jako potencjalnego leku na

probie wybranych baz wielkich danych”

Podstawa opracowania niniejszej recenzji bylo pismo Dyrektora Instytutu Chemii
Wydziatu Nauk Scistych i Technicznych z dnia 9 pazdziernika 2020 roku. Promotorem

rozprawy jest prof. dr hab. inz. Jarostaw Polanski.

Tematyka rozprawy doktorskiej i trafnosc jej wyboru

Praca poswigcona jest zagadnieniom zwigzanym z Szeroko rozumianym, ztozonym
procesem projektowania lekéw. Opracowanie nowego leku jest procesem nie tylko
bardzo czasochtonnym, ale przede wszystkim kosztownym. Dlatego tez kluczowa role
w tym procesie odgrywa mozliwo$¢ wykorzystania w procesie projektowania lekow

narzgdzi badawczych w postaci oprogramowania bioinformatycznego. Oczywiscie
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obecnie dost¢gpne metody nie zastapig w petni kosztownych badan laboratoryjnych i nie
pozwolg na jednoznaczne i pewne przewidzenie struktury nowego, bezpiecznego
i skutecznego leku. Metody te umozliwig jednak znaczne obnizenie kosztOw oraz
skrdcenie czasu trwania projektowania nowego zwigzku, z czym wigze si¢ szybsza
identyfikacja potencjalnych kandydatow na leki, ktore trafiaja do badan
przedklinicznych. Oprogramowanie bioinformatyczne do modelowania molekularnego
pozwala obecnie na efektywne przeszukiwanie baz danych czasteczek, analizg
1 porownanie konfiguracji przestrzennej badanych molekul, identyfikacje konformac;ji
aktywnej, a takze na analize¢ oddzialywan ligand-receptor i przewidywanie
mechanizméw dzialania lekow. Dostepne dane zebrane w formie duzych baz danych
W polaczeniu z zaawansowanym oprogramowaniem bioinformatycznym pozwalaja
obecnie na projektowanie nowych zwigzkéw o okreslonych wtasciwosciach,

oraz na optymalizacj¢ badanej molekuty pod katem oddzialywania z receptorem.

Badania prowadzone w ramach pracy doktorskiej obejmowaty ocen¢ liganda jako
potencjalnego leku. Doktorantka skupita si¢ na analizie estymatora wydajnosci liganda
(LE) jako jednego z typoéw reprezentacji wilasciwosci substancji stosowanych
w projektowaniu lekow. W ramach prowadzonych prac badawczych Doktorantka

analizowata zestawy danych z duzych baz danych molekularnych ChEMBL i PubChem.

Uwazam, ze zaproponowany temat i zakres pracy wpisuje si¢ bez watpienia w obszar
waznych i aktualnych problemow dotyczacych projektowania lekow. Podjgcie tematu

nalezy uzna¢ za w petni uzasadnione.

2. Ogdlna charakterystyka rozprawy

Recenzowana praca doktorska liczy 143 strony i zawiera 39 Rycin, 5 Tabel i 106 pozycji
bibliograficznych, wsrdd ktorych dominujg artykuly naukowe w jezyku angielskim
z ostatnich kilku lat. Zasadnicza cz¢$¢ rozprawy doktorskiej zawarto na 102 stronach.

Ponadto do rozprawy dotaczono cztery zataczniki (przedstawione na str.103-143),
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tj. zyciorys Doktorantki, wykaz publikacji, o§wiadczenia wspdtautorow publikacji
dotyczace ich wkladu w powstanie artykutow oraz kopie publikacji, ktérych tematyka
jest Scisle powigzana z pracg doktorska. Prace te opublikowane zostaty
w prestizowych czasopismach naukowych, takich jak: Chemometrics and Intelligent
Laboratory Systems, Scientific Reports, Letters in Drug Design Discovery, Current

Protein and Peptide Science i Acta Poloniae Pharmaceutica.

Rozprawe doktorska rozpoczyna krotki opis celu pracy oraz wstep, w ktorym mgr inz.
Duszkiewicz w spos6b syntetyczny przedstawia zakres pracy i zasadnos$¢ podjecia
tematu badawczego. Jak stusznie zostalo zauwazone projektowanie leku wymaga
ustalenia dwoch grup zmiennych. Pierwsza grupe stanowiag deskryptory molekularne
zwigzane z czasteczkowa reprezentacja zwigzku chemicznego. Druga grupa zmiennych
zwigzana jest z biologiczng aktywno$cig leku (wlasciwosciami chemicznymi
substancji). Deskryptory mozna obliczy¢é w operacjach in silico, CO nie jest operacja
kosztowng w odrdznieniu od dziatan majacych na celu okreslenie wihasciwosci
chemicznych substancji, wymagajacych wielu pomiaréw. Dlatego tez wyniki takich
badan gromadzone sa w duzych zestawach danych i analiza tych danych jest pierwszym
etapem na drodze poszukiwania zwigzkdéw chemicznych o wlasciwosciach leczniczych.
Doktorantka w swojej pracy analizuje duze zestawy danych zgromadzonych w bazach
ChEMBL 1 PubChem oraz dazy do wyjasnienia kontrowersji zwigzanych
ze wskaznikiem efektywnos$ci — wydajnosci liganda, jako jednego z typdw reprezentacji

molekularnej, a takze jego przydatnosci w projektowaniu lekow.

We wprowadzeniu do Rozdziatu |, poswigconego podstawom teoretycznym opartym
na analizie dostgpnej literatury przedmiotu badan Doktorantka stwierdza,
ze W przypadku ligandow egzo- jak i endogennych sita dziatania jest podstawowsg cechg
determinujgcg interakcje z receptorem. Jednocze$nie stwierdza, ze ,,precyzyjne
znaczenia poje¢ zwigzanych z oddziatywaniem ligandow wcigz sa dalekie
od precyzyjnego zrozumienia”. Wymienione przez Doktorantk¢ pojecia takie jak
powinowactwo, czyli sita dziatania liganda z receptorem przy danym stezeniu leku, sita
dziatania leku, czyli ilo$¢ leku niezbednego do wywotania efektu o okreslonej wartosci

czy skuteczno$¢ jako miara maksymalnej odpowiedzi farmakologicznej leku,
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gdy zachodzi interakcja z receptorem sa jednak zdefiniowane w literaturze. Dlatego
watpliwosci budzi, co Doktorantka rozumie pod pojeciem ,,precyzyjnego zrozumienia

tychze pojec”?

W podrozdziale 1.2 Doktoranta omawia poj¢cia deskryptora i wlasciwosci, ktérych
poprawne zdefiniowanie jest kluczowe w procesie projektowania molekularnego.
Zwraca stusznie uwage na fakt, ze wlasciwosci odnosza si¢ do substancji natomiast
deskryptory obliczane sg na podstawie reprezentacji molekularnej. Powoduje to szereg
problemow i niescistosci widocznych chocby przy poréwnaniu nomenklatury IUPAC i
nomenklatury stosowanej w chemoinformatyce. Jednoczesnie mgr inz. Duszkiewicz
wskazuje,

ze dostepne sa liczne prace, w ktdrych projektowanie lekow oparte jest na spektrum
wlasciwosci. Sg tu wspomniane prace nad zrobotyzowanymi metodami pomiaru sity
dziatania lub nowymi metodami skutecznego i niedrogiego pomiaru profili
analizowanych lipidow z udziatem kilku tysiecy lipidow. Zabrakto jednak komentarza

Doktorantki ma temat tych metod.

W podrozdziale 1.3 Doktorantka omawia ,,lekopodobnosci” jako gtowne cechy, ktore
powinny posiada¢ zwiazki bedace kandydatami na przyszie leki, podczas gdy
w podrozdziale 1.4 przedstawia stan wiedzy na temat aktywnosci biologicznej
(termodynamika wigzania ligand-receptor, zaleznosci charakteryzujgce aktywnoSci
biologiczne, rodzaje i spos6b pomiaru oraz znaczenie aktywnosci biologicznych)
w projektowaniu leku. Omawiajac szczegotowo termodynamike wigzan ligand -
receptor Doktoranta stwierdza m.in. stusznie, ze odwrotnoscia statej rOwnowagi procesu
asocjacji, K jest stala dysocjacji Kq jednak rownanie jest zapisane btgdnie. Zgodnie
z opisem w pracy powinno by¢ Kq=1/K; a nie Ki=1/Kq. Opisujac w podrozdziale 1.4.2
zaleznos$ci parametroOw Ky oraz Ki Doktorantka wskazuje na roznice w definicji statej
hamowania K; i statej dysocjacji Kq. Obie wielkosci stuza do opisu powinowactwa
wigzania czgsteczki lub makroczasteczki do enzymu lub receptora. Zabrakto w tekscie
rozprawy jasnego wyjasnienia réznicy pomiedzy tymi wielko$ciami. Doktorantka
stwierdza jedynie, ze stata dysocjacji jest pojeciem bardziej ogélnym natomiast stata

hamowania ,,reprezentuje rowniez stalg dysocjacji”. Ponadto kazda zmienna powinna
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by¢ w catym teks$cie oznaczana takim samym symbolem. W tytule podrozdziatu stata
hamowania i stata dysocjacji oznaczane sg jako K; i Kp natomiast w tekscie jako Ki
I Kg. W podrozdziale 1.5 Doktorantka skupita si¢ na przegladzie stanu wiedzy na temat
zastosowania typu LE w projektowaniu leku. Wielko$¢ czgsteczek ma istotny wpltyw
na efektywnos¢ opracowania nowych lekow. Rozmiar liganda odgrywa istotng role
w dopasowaniu i wigzaniu ligand-cel i wlasnie ocena tej roli jest waznym narzedziem

w poszukiwaniu bardziej skutecznych sposobow projektowania lekow.

Przeglad stanu wiedzy koncza dwa podrozdziaty 1.6 i 1.7, w ktérych Doktorantka
przedstawia duze bazy danych zawierajgcych informacje na temat substancji
chemicznych, ich aktywnosci biologicznych, wlasciwosci wigzania, funkcjonalnosci
oraz wtasciwosci ADMET duzej liczby bioaktywnych zwigzkow lekopodobnych z baz
danych ChEMBL i PubChem oraz przedstawia matematyczne aspekty zwigzane

z projektowaniem lekow.

Zabraklo krotkiego, syntetycznego podsumowania cze$ci poswigconej przegladowi
stanu wiedzy, uzasadniajacego cel prowadzenia podjetych badan i stanowiacego
nawigzanie do kolejnej czesci rozprawy, przedstawiajacej cze$¢ badawcza. Nie do
konca wlasciwe moim zdaniem jest umieszczenie opisu metodyki badan na koncu
rozprawy, po podsumowaniu. Rozdziat zatytulowany ,,Cze$¢ eksperymentalna”

powinien stanowi¢ pierwszy rozdzial czesci ,,Badania wtasne”.

Przedmiotem badan witasnych Doktorantki byty statystyki molekularne modelowane
w dwoch bazach danych ChEMBL i PubChem, ktore sa obecnie najwigkszymi
dostepnymi zbiorami informacji o wartosciach aktywnosci biologicznych zwigzkow
chemicznych. Dodatkowo w ramach pracy przeanalizowano dane dla wybranych serii
lekdw zebrane w Binding Database oraz w bazie Psychoactive Drug Screening Program.
W podrozdziale I1.2 Doktorantka wyjasnia, ze w najszerszym znaczeniu statystycznym
wydajnos¢ liganda (LE) jest transformacjg pACso i HAC. Podane w pracy rownanie
nastr. 47 jest niekompletne. Powinno by¢ LE=1,37*(pACso/HAC). Wz0r ten poprawnie
jest zapisany w publikacji [D1] (patrz str. 110 pracy doktorskiej). Nalezy rowniez
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W dyskusji wynikow swoich badan mgr inz. Duszkiewicz stawia pytanie o optymalng
site dziatania leku, ktore pozostaje bez odpowiedzi. Doktorantka pisze, ze w praktyce
dazenie wytacznie do maksymalizacji wartosci sily oddzialywania nie zawsze jest
podejsciem wihasciwym. W rzeczywistosci o potencjalne kandydatéw na leki decyduje
szereg tzw. wlasciwosci ,,lekopodobnych” np. ADMET i wlasciwosci lipofilowe, ktore
prognozowane s3 in silico 1 rzadko mierzone. Wielkosci ADMET czy logP
sa deskryptorami molekularnymi wyliczanymi na podstawie struktur odpowiednich
czasteczek w celu umozliwienia symulacji prognozowanych wartosci whasciwosci
nieznanych projektowanych struktur. Podczas publicznej obrony prosze jednak o krotki

komentarz na temat optymalnej sity dziatania leku.

Co Doktorantka rozumie pod sformutowaniem ,,dostroi¢” wartosci a i b w funkcji
SCORE w celu przyjecia strategii preferowanej w konkretnym projekcie rozwoju leku.

W jaki sposob dobiera si¢ te wartosci a i b (patrz str.65).

Ciekawym etapem pracy sg analizy 2 miliondw cen zwigzkow chemicznych dostepnych
w katalogu Abamachem. Zaskakujacym jest na tym etapie stwierdzenie Doktorantki, ze
»analiza danych ekonomicznych jest zdecydowanie bardziej ztozona niz danych
chemicznych”. Na Rycinie 29 Doktorantka przedstawia binowane ceny 2 milionow
zwigzkow chemicznych dostepne w bazie Abamachem, na podstawie ktorych stwierdza,
ze ,efekt hiperboliczny obserwowany jest dla ,,ceny w skali wagowej” przy niskich
masach czasteczkowych. Co jest przyczyna nieliniowego znieksztalcenia trendu przy

niskich masach czasteczkowych?

W Rozdziale 7 Doktorantka analizuje zaleznosci wydajno$¢ liganda od temperatury.
Na str. 79 Doktorantka stwierdza, ze temperatura jest zwigzana ze $rednig energia
czasteczek w uktadzie. Oznacza to, ze temperatura jest zwigzana ze Srednig energia
pojedynczej czgsteczki, co z kolei oznacza, ze temperatura jest zwigzana ze skalg
pojedynczej czasteczki. Co Doktorantka rozumie pod stwierdzeniem: ,Jednak
temperatura jest tylko skalg kodujacag temperaturg wrzenia, ztozong wtasciwosc cieczy,
ktora jest skorelowana z cieptem parowania lub energig potrzebng do przeksztatcenia

substancji z cieczy w faze pary.”?
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Czytajac rozprawe doktorska zauwazono pewne niedociggniecia o charakterze

redakcyjnym. Wybrane z nich przedstawiono ponizej:

v W podpisie Ryciny 2 fragment ,,Czesto nie rozréznia tych réznych typow
aktywnosci biologicznej ligandéw, zmodyfikowane wg [1,2]” powinien znalez¢
si¢ w tekscie, a nie w podpisie ryciny;

v Na str. 20 jest ,kryteria lekopodobienstwa”, powinno by¢ kryteria
lekopodobienstwa”;

v' W Tabeli 5 przedstawiajacej liczebno$¢ duzych zbioréw danych dotyczacych
aktywnosci biologicznej liczebno$¢ danych okreslono na podstawie ,,* Suthan
2018”. W tabeli nie zaznaczono ,,**”’ natomiast w legendzie Tabeli widnieje ,,**”’
ktory oznacza ,,na podstawie [D3]”.

v" Na str. 53 jest ,, Podobne wykresy jak w dyskutowane powyzej mozna....”
Powinno by¢ ,,Podobne wykresy jak dyskutowane powyzej mozna...”.

v Na rycinach 22 i 23 na osi OY jest pAC50/LE/pPLE, powinno by¢
pACso/LE/pPLE

v" Na str. 80 jest ,,Formalnic BP nie jest reprezentacjg ani molowa, ani wagag;
jednak; BP zalezy of MW. . Kiedy czasteczki...” powinno by¢ ,,Formalnic BP
nie jest reprezentacja ani molowa ani waga, jednak BP zalezy of MW. Kiedy
czasteczki...”

v' Ryciny 34 i 38 praktycznie przedstawiajg ten sam interfejs graficzny

oprogramowania Instant JChem.

Whiosek koncowy

Stwierdzam, ze przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Roksany
Duszkiewicz spetnia wymagania Ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych
I tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65. Poz. 595
z pozniejszymi zmianami). Zwracam si¢ do Rady Instytutu Chemii z wnioskiem
0 dopuszczenie mgr inz. Roksany Duszkiewicz do dalszych etapdw przewodu

doktorskiego.

s AV



