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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Marty Stepniewskiej-Dziubinskiej
»Wykorzystanie sieci neuronowych do przewidywania aktywnosci zwigzkow
niskoczasteczkowych w ukladach ligand-receptor” wykonanej w Zakladzie
Bioinformatyki Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN
pod kierunkiem dr hab. Pawla Siedleckiego.

Rozprawa doktorska sktada si¢ z czterech prac opublikowanych w czasopismach z
tzw. listy filadelfijskiej wraz z o§wiadczeniami wspdtautoréw o ich udziale w przygotowaniu
publikacji oraz autoreferatu zawierajacego streszczenia (w jezyku polskim i angielskim) oraz
wprowadzenie wraz z krétkim omoéwieniem wynikéw. Autoreferat przygotowano w jezyku
angielskim.

Prace sktadajgce si¢ na rozprawg doktorska opublikowane zostaly w prestizowych
czasopismach o zasiggu miedzynarodowym, ktérych sumaryczny wsp6lczynnik
oddziatywania (impact factor) wynosi 18,485, natomiast sumaryczna liczba punktow MNiSW
wynosi 600 (2x200 i 2x100).

Na rozprawe doktorskg skladajg sie nastepujace publikacje:

e Stepniewska-Dziubinska, M.M.; Zielenkiewicz, P.; Siedlecki, P. DeCAF—
Discrimination, Comparison, Alignment Tool for 2D Pharmacophores. Molecules
2017, 22, 1128.

e Stepniewska-Dziubinska, M.M.; Zielenkiewicz, P.; Siedlecki, P., Development and
evaluation of a deep learning model for protein-ligand binding affinity prediction,
Bioinformatics, 2018, 34, 3666.

e Wojcikowski, M., Kukietka, M., Stegpniewska-Dziubinska, M.M., Siedlecki, P.,
Development of a protein-ligand extended connectivity (PLEC) fingerprint and its
application for binding affinity predictions, Bioinformatics, 2019, 35, 1334.

e Stepniewska-Dziubiniska, M.M.; Zielenkiewicz, P.; Siedlecki, P. Improving detection
of protein-ligand binding sites with 3D segmentation. Sci. Rep., 2020, 10, 5035.
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Pani Doktorantka jest pierwszym autorem w trzech publikacjach, w ktérych brata
udzial w przygotowaniu koncepcji badan, implementacji modelu, przygotowaniu danych,
przeprowadzeniu eksperymentéw numerycznych, analizie wynikéw oraz przygotowaniu
manuskryptu. Zestawienie wkladu Pani Doktorantki w powstanie tych publikacji z
oswiadczeniami wspotautoréw, $wiadczy o tym, ze wraz z Panem Promotorem mieli
dominujgcy wklad w ich powstanie. W czwartej pracy (trzeciej w cyklu), w ktérej Pani

Doktorantka jest trzecim autorem, jej wkiad polegal na przeprowadzeniu eksperymentow

numerycznych, analizie wynikéw oraz przygotowaniu manuskryptu.

Pani Doktorantka w swojej rozprawie doktorskiej zajela si¢ tematem predykcji
powinowactwa malych czasteczek do biatek. Problem ten jest niezwykle wazny, gdyz jego
rozwigzanie pozwala na zastosowanie opracowanej metody we wstepnych fazach
projektowania nowych lekéw. Metody komputerowego wspomagania projektowania lekéw
mozna podzieli¢ na dwie grupy — metody bazujace wylacznie na wlasciwosciach ligandow
wigzgcych si¢ do biatek (ang. ligand-based design) oraz metody bazujgce na strukturach
bialek do ktérych maja wigzaé si¢ szukane ligandy (ang. structure-based design). W
publikacjach skladajacych si¢ na rozprawe doktorskg zastosowano obie metody. Warto
podkresli¢, ze w trzech pracach cyklu do rozwiazania postawionego problemu zastosowano
dynamicznie rozwijajaca si¢ w ostatnich latach metode uczenia maszynowego opartego na
sieciach neuronowych.

W pierwszej pracy znajdujacej si¢ w Rozdziale 4 przedstawiono narzedzie DeCAF,
stuzace do tworzenia dwuwymiarowych farmakoforow dla badanego zbioru molekul. Celem
autoré6w bylo stworzenie reprezentacji molekuty oddajacej jej wlasciwosci fizyko-chemiczne
oraz wzgledne relacje grup funkcyjnych, bez koniecznosci kosztownej generacji wielu
konformeréw. W tym celu zastosowano nowatorskie podejscie polegajace na
przetransformowaniu molekuly do postaci nieukierunkowanego grafu, w ktérym weztami sa
atomy posiadajace okreslone wiasciwosci farmakoforowe, a krawedzie oddaja odleglosci
pomigdzy nimi. Nastgpnie opracowano specjalny algorytm pozwalajacy na dopasowanie
modeli molekut poprzez znalezienie ich najwigkszego wspdlnego podgrafu. Skuteczno$é
opracowanej metody zbadano przeprowadzajac dwa testy — klasyczny test wyszukiwania
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molekut o podobnej aktywnosci oraz bardziej wyrafinowany test oparty na metodzie SEA
(ang. Similarity Ensemble Approach). Metode DeCAF poréwnano wynikow uzyskanych za
pomocg 14-tu innych tzw. odciskéw palcéw molekuly (ang. fingerprint). Autorzy pokazali, ze
wyniki testow s3 podobne lub lepsze od pozostatych testowanych metod. Szczegdlnie
interesujgce i wartoSciowe jest poréwnanie metody DeCAF do metody USRCAT,
wymagajgcej kosztownej generacji wielu konformeréw. Réwniez w tym poréwnaniu DeCAF
wypada podobnie lub lepiej, przy czym, ze wzgledu na znacznie mniejszy koszt obliczeniowy
metoda moze by¢ zastosowana do wigkszych zbioréw danych niz metoda USRCAT. Metoda
zaimplementowana zostata w jgzyku Python i jest publicznie dostgpna.

W drugiej pracy znajdujacej si¢ w Rozdziale 5 przedstawiono model o nazwie
Pafnucy, stuzacy do przewidywania powinowactwa ukladéw ligand-receptor. Model nalezy
do grupy modeli bazujacych na znanych strukturach kompleksow biatko-ligand oraz
znajomosci ich wzglednego powinowactwa. Do rozwiazania postawionego problemu autorzy
zastosowali dynamicznie rozwijajacg si¢ w ostatnich latach metode uczenia maszynowego,
opartg na glebokiej konwolucyjnej sieci neuronowej. Dane wejsciowe dla sieci neuronowej
stanowily struktury komplekséw biatko-ligand przetransformowane do postaci cztero-
wymiarowych tensoréw zawierajgcych wspotrzgdne punktéw siatki oraz specjalnie wybrane
wiasnosci fizyko-chemiczne najblizszego atomu. Autorzy pokazali, ze testy przeprowadzone
za pomocg opracowanego modelu dajg lepsze Srednie wyniki w poréwnaniu z pigcioma
innymi uznanymi metodami m.in. X-Score i ChemScore. Kod Zrédlowy metody jest
publicznie dostepny i wyglada na to, ze metoda spotkala si¢ ze znaczgcym uznaniem
$rodowiska naukowego, gdyz praca w ciggu zaledwie dwdch lat od ukazania sie, cytowana
byta az 32 razy (Zrédlo Web of Science). Nie bardzo rozumiem dlaczego na stronie 16
rozprawy pojawia si¢ stwierdzenie, ze manuskrypt opisujacy model Pafnucy cytowany byt
ponad 50 razy. Prositbym Panig Doktorantke o wyjasnienie tej rozbieznosci.

W trzeciej pracy znajdujacej si¢ w Rozdziale 6 opracowano oryginalny odcisk palca
(ang. fingerprint) odzwierciedlajgcy siatke oddziatywan pomigdzy biatkiem i ligandem.
Odcisk o nazwie PLEC zostal nastgpnie uzyty do konstrukcji kilku modeli opartych na
uczeniu maszynowym, ktore nastgpnie zastosowano do szacowania powinowactwa ligandéw
do receptoréw. Ponownie testy przeprowadzone na bazie struktur PDBbind oraz na zbiorze
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struktur Astex Diverse Set wykazaly wyzszos¢ opracowanej metody nad innymi dostepnymi
metodami takimi jak X-Score czy RF-Score. Ponadto autorzy pokazali, ze najprostszy model
liniowy daje wyniki bardzo zblizone do bardziej wyrafinowanych metod uczenia
maszynowego, co wskazuje na dobrze przemyslang i skuteczng konstrukcje reprezentacii
(fingerprint) siatki oddziatywan biatko-ligand. Réwniez w tym wypadku kod zrédtowy
metody jest publicznie dostepny.

W czwartej pracy znajdujacej sie w Rozdziale 7 autorzy zajeli si¢ problemem
wyszukiwania miejsc wigzacych na powierzchni bialek, ktéry w sposob oczywisty mocno
zwigzany jest z problemem predykcji powinowactwa biatko-ligand. W modelu Kalasanty
zastosowano metode glebokiego uczenia opartej na modelu U-Net, stworzonemu do
segmentacji obrazéw dwuwymiarowych, odpowiednio zaadoptowanemu do siatek
tréjwymiarowych, odzwierciedlajacych strukture i wlasciwosci ukladow biatkowych. Model
trenowano oraz sprawdzono na bazie struktur sc-PDB, zawierajacej struktury bialek ze
znanymi miejscami wiazacymi. Wyniki nastepnie poréwnano do DeepSite — innej wiodacej
metody wykorzystujacej uczenie maszynowe. Autorzy wykazali bardzo znaczaca przewage
opracowanego przez nich modelu nad modelem DeepSite, zar6wno jesli chodzi o precyzje
lokalizacji centrum kieszeni wigzacej, jak rowniez o oddanie ksztattu kieszeni wiazacej. Kod
zrodlowy metody jest publicznie dostepny.

Mam do Pani Doktorantki dwa pytania zwigzane z opracowywaniem modelu Pafnucy.
Na stronie 3668 publikacji z Rozdzialu 5 autorzy pisza ,,All complexes in this study were
protonated and charged using UCSF Chimera with Amber ff14SB for standard residues and
AMI1-BCC for non-standard residues and ligands”. Dalej autorzy pisza, ze procedura ta
zostala dobrana w ten sposob, aby moéc poréwna¢ model Pafnucy z innymi wiodgcymi
modelami stuzacymi do predykcji powinowactwa biatko-ligand. W cytowanym zdaniu nie
jest explicite napisane w jaki sposob okreslane byly stany protonacyjne reszt
miareczkowalnych. Zakladam, ze przyjeto najbardziej prawdopodobne stany protonacyjne
(modelowe) dla eksponowanych reszt modelowych w neutralnym pH. W wielu uktadach
biatko-ligand stan protonacyjny grup miareczkowalnych moze mieé znaczacy wplyw na
ulozenie liganda w kieszeni wigzacej oraz oczywiscie na stalg asocjacji. Czy Pani
Doktorantka rozwazata mozliwos¢ zastosowania metod numerycznego miareczkowania do
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przygotowania komplekséw stanowiacych baze danych dla modelu Pafnucy? Czy w ocenie
Pani Doktorantki wprowadzenie tej modyfikacji moze w sposéb istotny poprawi¢ otrzymane
wyniki?

Drugie pytanie réwniez zwigzane jest z cytowanym wcze$niej zdaniem. Atomom w
kompleksach przypisano fadunki czgstkowe z pola sitowego Amber ff14SB (biatko) oraz
AMI-BCC (niestandardowe reszty aminokwasowe oraz ligandy). Jak wiadomo istnieje wiele
pol sitowych, a fadunki czastkowe mozna oblicza¢ za pomoca bardziej wyrafinowanych
metod chemii kwantowej. Tworcy programu Amber sugeruja stosowanie stosunkowo prostej
metody HF/6-31G* do parametryzacji niestandardowych reszt aminokwasowych oraz
ligandéw. Jak duzy wptyw na wyniki ma dobor fadunkéw czastkowych w modelu Pafnucy?
Czy ich zmiana moze doprowadzi¢ do istotnej poprawy wynikéw?

Trzecie pytanie dotyczy metod przedstawionych w pracach 1-3. Jak wiadomo wiele
ligandéw aktywnych biologicznie moze znajdowaé si¢ w réwnowadze tautomerycznej, a
tautomery mniejszosciowe takich zwigzkéw mogg mie¢ znaczenie przy szacowaniu stalej
asocjacji. (patrz np. Park, M.; Gao, C.; Stern, H.A. Estimating binding affinities by docking/
scoring methods using variable protonation states, Proteins Struct. Funct. & Bioinfo. (2011),
79, 304). Czy zaprezentowane modele w jakikolwiek sposéb uwzgledniajg problem
rownowagi tautomerycznej? Jesli nie, to czy w ocenie Pani Doktorantki datoby sie¢ w jakis
sposob uwzgledni¢ ten efekt w proponowanych modelach i czy mogloby to w sposéb istotny
wplyna¢ na poprawe uzyskanych wynikow?

Oceniajgc pozostaty dorobek Pani Doktorantki nalezy podkresli¢, ze poza pracami z
rozprawy doktorskiej Pani Doktorantka jest wspotautorem w czterech publikacjach z listy
JCR oraz jednego streszczenia pokonferencyjnego. Wszystkie prace, w ktérych wspétautorem
jest Pani Doktorantka cytowane byly 74 razy (71 bez autocytowar), a jej index H wynosi 4.
Uwazam, Ze sg to bardzo dobre wyniki jak na ten etap kariery naukowej Pani Doktorantki.

Podsumowujgc, uwazam, ze cel rozprawy zostal przez Panig Doktorantke
zrealizowany, a opracowane metody z pewnoscig begda stosowane przez naukowcéw
zajmujgcych si¢  szeroko pojetym modelowaniem molekularnym, a zwlaszcza
projektowaniem nowych matoczasteczkowych zwigzkéw biologicznie aktywnych. Pokazano
wyzszos¢ opracowanych metod nad innymi uznanymi metodami, co niewatpliwie stanowi
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znaczgcy sukces naukowy zaréwno Pani Doktorantki, jak réwniez Pana Promotora. Rozprawa
doktorska Pani mgr. Marty Stgpniewskiej-Dziubinskiej zawiera wiele nowatorskich
rozwigzan i pomystéw oraz potwierdza jej umiejetnos¢ prowadzenia badan naukowych.

W mojej ocenie praca spelnia warunki stawiane rozprawom doktorskim okreslone w
Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 nr 65 poz. 595 z p6Zniejszymi zmianami). W zwigzku z
tym zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN o dopuszczenie
mgr. Marty Stepniewskiej-Dziubinskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ze

wzgledu na znaczacy wklad prac skladajacych sie na przedstawiona rozprawe doktorska w
rozwdj bioinformatycznych metod projektowania nowych lekow wnosze rowniez o

wyrdznienie przedstawionej rozprawy doktorskiej.

Z wyrazami szacunku
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