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Recenzja rozprawy doktorskiej pana magistra Vu Van Quyen
pt. ,,INFLUENCE OF THE RIBOSOME ON PROTEIN

EJECTION AND FOLDING”

Biatka sa tancuchami polimerowymi, ktdre aby petni¢ swojg funkcje biologiczng musza
przyja¢ najpierw dobrze zdefiniowana trojwymiarowa struktury przestrzenne, tak zwang
strukture natywng, ktora to odpowiada, zgodnie z hipoteza termodynamiczng Anfinsena,
minimalnej energii swobodnej uktadu w warunkach fizjologicznych. Ta struktura przestrzenna
determinuje rozne funkcje biologiczne, chemiczne lub fizyczne, ktore biatka petnig w zywych
komorkach 1 catych organizmach. Jednakze, aby petni¢ dana funkcje, biatko musi zwinac sie
do stanu natywnego. Wiekszosc badan w ostatnich latach koncentrowala sie na zwijaniu bialek
w izolowanym srodowisku — luzem (bada wplyw soltwatacji w wodzie); jednak znacznie mniej
wiadomo o zwijaniu bialek w bardziej naturalnych warunkach. Biatka moga przyjmowac
strukture trzeciorzgdowa na dowolnym etapie: podczas ich biosyntezy, gdy sa wypychane przez
z rybosomu lub po-translacyjnie — po ich uwolnieniu z rybosomalnego tunelu, a takze podczas
oddzialywania migdzy powstajacym lancuchem tzw. nascent chain a powierzchnig rybosomu.
Czynniki te mogg potencjalnie wplywac na kinetyke i sciezki zwijania biatek.
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Dodatkowym elementem, ktory potencjalnie moze wptywaé na poprawnosc¢ zwijania,
jest np. nie trywialna topologia (motyw splatanie), ktora wystepuje takze w strukturze natywnej
biatka lub moze si¢ stworzy¢ spontanicznie podczas zwijania utrudniajgc lub wrecz blokujac
zwijanie. Jednym z typow splatania wystepujacym w strukturze natywnej bialek jest motyw
lassa. Lasso jest tworzone przez zamknieta petle, przez ktdra przechodzi co najmniej jeden
koniec biatka. Nawet jesli petla nie jest zamknieta np. wigzaniem kowalencyjnym, taka
geometria moze tworzy¢ motyw przestrzenny, ktory moze powodowaé nieprawidtowe
zwijanie. Zwijanie biatek z motywem lassa bezposrednio na rybosomie nie bylo dotychczas
badane. Celem pracy jest zatem zbadanie wptywu rybosomow na biatka na wezesnych etapach
ich zwijania w poréwnaniu do ich zwijania sie bez udzialu rybosoméw lub bialek
opiekunczych. To zagadnienie naukowe jest przedmiotem rozprawy doktorskiej pana Vu
Van Quyen, ktora zostata wykonana pod kierunkiem eksperta w tej tematyce profesora Mai
Suan Li.

Rozprawa doktorska jest ztozeniem 3 opublikowanych prac poprzedzonych wstepem
wstep 1 wprowadzeniem do kazdej pracy. Gtoéwna czes¢ rozprawy sktada sie z 6 rozdziatow.
Pierwsze dwa rozdzialy, zatytulowane "Wprowadzenie" i "Tto obliczeniowe" (1gcznie 34
strony), wprowadzaja czytelnika w temat rozprawy, krotko opisuja znane metody stosowane
do badania zwijania biatek oraz cele rozprawy. Pozostate trzy rozdziaty to dwustronicowe
wprowadzenie do trzech prac, a nastgpnie przytoczenie abstraktu publikacji i kopia
poswiadczen uczestnictwa wspOt-autorOw wraz z kopia publikacji. Rozdziat 6 to
podsumowanie 1 propozycja przysztych badan (facznie 2 strony). Prace konczy obszerny wykaz
literatury (153 pozycje). Czgs¢ gtowna poprzedza streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
wykaz publikacji autora, na ktérych opiera si¢ rozprawa (3 pozycje) oraz wykaz 4 publikacji
doktoranta, ktore sa zwigzane z tematem rozprawy. Kolejne strony zawierajg spis rysunkow,
tabel, wykaz skrotow oraz podzigkowania. Trzy artykuty bedace podstawag rozprawy zostaty
opublikowane w bardzo dobrych i dobrych czasopismach z listy ISI (J. Am. Chem. Soc., Chem.
Sci., J. Phys. Chem. B). Autor rozprawy jest dwukrotnie pierwszym i raz drugim autorem tych
publikacji. Dwa z czterech pozostatych artykulow sa juz opublikowane w dobrych i bardzo
dobrych czasopismach (Biochemistry, Nat. Commun.). Oprocz streszczenia w jezyku polskim,
jezykiem rozprawy jest jezyk angielski.

Wyniki pracy doktorskiej zostaly przedstawione w 3 artykutach opublikowanych w
prestizowych czasopismach. W wigkszosci artykufow doktorant jest pierwszym lub drugim
autorem. Opublikowane artykuly sa juz szeroko cytowane przez inne zespoly badawcze na
caltym swiecie. Praktycznie wszystkie wyniki przedstawione w rozprawie doktorskiej sa
zawarte w juz opublikowanych pracach. Oznacza to, ze zostaty one pozytywnie zrecenzowane
przez anonimowych ekspertow w danej dziedzinie. Oznacza to, ze moja rolg jako recenzentki
sprowadza si¢ do stwierdzenia, czy waga przeprowadzonej pracy jest wystarczajgca do nadania
Autorowi stopnia doktora nauk fizycznych. Uwazam, ze przedstawiony materiat jest w petni
wystarczajacy do nadania tego stopnia. Niemniej jednak pozwole sobie ponizej wypisac kilka
uwag 1 pytan merytorycznych dotyczacych analizy numerycznej mechanizmow zwijania sie
biatek.

W rozdziale pierwszym doktorant krétko opisuje elementy struktury liniowej oraz




przestrzennej bialek, ich podstawowe zasady tworzenie struktury natywnej oraz trochg wiecej
uwagi poswigca waznemu zagadnieniu jakim jest wplyw srodowiska hydrofobowego na
zwijanie. Glowna czgs¢ wstepu skupia sie¢ na opisie historycznym etapdéw odkrywania i
charakterystyki rybosomu, opisie jego struktury przestrzennej, a nastepnie bardziej
szczegbtowo wplywie rybosomu na kinetyke zwijania biatek. Ogdlnie mozna powiedziec, iz
wstep jest dobrze skonstruowany. Brak mi tutaj jednak opis motywu lassa, jako elementu
struktury przestrzennej biatka. Lasso jest wprowadzone znacznie pozniej w rozdziale
poswieconym metodom obliczeniowym. Dodatkowo, opis lassa przedstawiony na Rys. 2.6 nie
jest precyzyjny i moze wprowadza¢ w btad czytelnika. Na rysunku 2.6 (b), ktory przedstawia
rzeczywiste biatko, niebieska petla (element przewlekajacy) ma prawie taka sama diugosc jak
czerwona petla, przez ktora ma by¢ przewleczony koniec. Mozna sig¢ zastanawiac, dlaczego na
schemacie z rys. 2.6 (a) niebieski element jest kilkakrotnie mniejszy od pokazanego na panelu
(b) 1 ma zupelnie inne znaczenie. By¢ moze autor mial w tym jakis cel, ktéry niestety nie zostal
opisany 1 dlatego trudno mi zrozumiec t¢ zmiang znaczenia geometrii (splatania).

W rozdziale drugim autor skupia si¢ na znanych metodach obliczeniowych
wykorzystywanych do badania zwijania biatlek swobodnie bez wptywu rybosomu i
bezposrednio na rybosomie. W pierwszej czesci przedstawiony jest bardzo ogolny opis modeli
i spodziewatbym si¢ znalez¢ bardziej szczegotowy opis w kolejnych podrozdziatach, ktorych
jednak nie ma. W podrozdziale 2.2 pierwszy akapit jest prawie taki sam jak we wstepie,
dodatkowo termin "pole sitowe" obejmuje tylko funkcje energii bez wyjasnienia wartosci
roznych parametrow (np. statych sitowych, rownowagowych diugosci wigzan i katow), ktore
s opisane dla modelu gruboziarnistego. Brak tutaj podstawowego opisu parametryzacji. Nie
jest robwniez jasne, dlaczego autor uzywa pola sifowego Amber, a nie na przyklad CHARMM
Warto bytoby by to wyjasnic. W opisie modelu gruboziarnistego na stronie 17 pierwsze dwa
akapity sa prawie takie same jak we wstepie. Dodatkowe 1,5 strony (strony 18-19) koncentruje
si¢ na wyszczegolnieniu parametrow uzytych w modelu. Przydatne bytoby skomentowanie tych
wartosci, wyjasnienie, dlaczego zostaly one wybrane i jakie sg fizyczne podstawy takiego
uogolnienia. Dodatkowo, autor pisze, ze "... coarse-grained models are inherently less accurate
than more detailed models, they can provide a valuable and efficient tool for understanding
complex systems and designing new materials with desired properties.”, jednak nie ma zadnych
cytatdw potwierdzajacych te stwierdzenie. Kolejne akapity sa bardziej réwnomiernie
omoéwione, jednak, jak to autor wspomina we wstepie, nadal nie jest w pelni zrozumiate, w jaki
sposob rybosom wypycha powstajacy tancuch biatkowy — nascent chain. W sekcji-2.6 dobrze
bytoby wyjasni¢, dlaczego sita oscylacyjna nie jest tutaj brana pod uwage w konstrukeji
modelu. Sekcja 2.3, ktora koncentruje si¢ na motywie lassa, pomija fakt, ze lasso zostalo
poprawnie zdefiniowane wiele lat temu w biatkach w oparciu o peptydy lassowe, a pdzniej
dobrze sklasyfikowane w strukturze natywnej biatka. Do charakterystyki lassa zastosowano
dwie techniki: aproksymacj¢ minimalnej powierzchni i Gaussian linking number. Autor
przedstawia pokrotce nowy deskryptor/parametr, ktory wykorzystuje ide¢ Gaussian linking
number do zliczania kontaktow. Poniewaz jest to nowe podejscie, dobrze byloby wyjasni¢,
dlaczego ta metoda pozwala wykrywac zmiany w chiralnosci oraz jakg ma przewage (jesli ma)
nad wczesniejszymi metodami




W rozdziale 3 autor krotko podsumowuje hipotezy i wyniki zawarte w pierwszej
publikacji opublikowanej w J. Am. Chem. Soc.. Praca ta opisuje proces wypychania
powstajacego tancucha biatkowego z rybosomu. W tym przypadku autor byt odpowiedzialny
za przeprowadzenie symulacji petno-atomowych, analiz¢ wynikow, przygotowanie rysunkow
1 udziat w pisaniu manuskryptu. Ze wzgledu na fakt, ze autor byt odpowiedzialny za badania
numeryczne, mozna by oczekiwa¢ doktadniejszego opisu uzasadnieniu wyboru uzytych
modeli. Niemniej jednak opis jest jasny i przejrzysty.

Celem publikacji zaprezentowanej w rozdziale 4 byto zrozumienie wptywu oddziatywan
hydrodynamicznych:na zwijanie si¢ biatek w obecnosci i nieobecnosci rybosomu. Autor testuje
hipoteze, ze srodowisko wokol rybosomu ostabia efekt hydrofobowy, a tym samym przyczynia
si¢ do zmniejszenia stabilnosci biatka i spowolnienia jego zwijanie. W tej publikacji autor byt
odpowiedzialny za przeprowadzenie symulacji pelno-atomowych, ktore pozwalajg okreslic
potencjatl sredniej sity migdzy dwoma czasteczkami hydrofobowymi w tunelu rybosomu i nie
ograniczonym przestrzennie rozpuszczalniku (wodzie). Na stronie 53 (po srodku) autor pisze
réwniez, ze porownat ,, thermodynamics and water structure properties”. Mozna sie domyslac
z kontekstu o co chodzi, ale nie jest to najlepsze sformutowanie i warto byloby je
doprecyzowac.

W rozdziale 5 autor skupia si¢ na wplywie samego procesu syntezy lancucha
peptydowego biatka (zwijanie si¢ z ograniczonego przestrzennie przez rybosom fancucha
biatkowego) 1 zwijania po-translacyjnego (swobodnego) na kinetyke zwijania. Nastepnie
porownuje otrzymane wyniki z zwijaniem si¢ z konformacji zdenaturowanej. Na podstawie
symulacji autor stwierdza, ze wptyw rybosomow na wydajnosé zwijania zalezy od wielkosci i
ztozonosci biatka (rowniez splatania). Autor pokazuje, ze ograniczenie przestrzenne tancucha
peptydowego wspomaga zwijanie struktury 3D poprzez unikanie wpadania w nienatywne
konformacje (minima energetyczne) np. typu lasso w poréwnaniu do zwijania z przypadkowe;
nieograniczonej przestrzennie konfiguracji.

W rozdziale 6 autor podsumowuje swoje osiggnigcia w 10 punktach. Wyniki sg jasne i
dobrze sformutowane.

W zadnej z prac autor nie zadeklarowat udziatu w tworzeniu sciezki badan, ale zaktadam,
ze bral w tym udzial, a prezentowane wyniki, wynikajace z przeprowadzonych symulacji i sa
efektem jego tworczych pomystow naukowych.

Podsumowujac, przedstawiong mi rozprawe doktorska Pana Vu Van Quyen oceniam
jako bardzo dobra. Doktorant opracowal zaawansowane narzedzia numeryczne do opisu
wpltywu rybosomu na zwijanie biatek i przeprowadzit obszerne analizy biofizyczne w oparciu
o roznego rodzaju symulacje komputerowe w celu scharakteryzowania kinetyki zwijania
biatek. Doprowadzito to do zrozumienia biofizycznych i chemicznych aspektow potrzebnych
do zrozumienia podstaw zwijania bialek. Bardzo ambitne cele rozprawy zostaly w pelni
zrealizowane, a zakres przeprowadzonych prac jest szeroki. Nalezy przy tym podkresli¢, ze
doktorant wykazal si¢ w swojej pracy rowniez duzg wiedza 1 umiejetnosciami w zakresie
wykorzystania eksperymentalnych danych biologicznych, co pozwolito nie tylko na ilosciowa,
ale rowniez jakosciowa interpretacje danych teoretyczno-numerycznych. Wymienione powyzej




uwagi krytyczne nie umniejszaja wagi wartosci tej pracy. Wyniki zostaty przedstawione w
trzech publikacjach, ktore doskonale si¢ uzupetniaja i tworza catos¢. Przedstawiona mi praca
spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z ustawe z dnia 20 marca 2018 r.
- Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 r. poz. 85, z pdzn. zm), a takze
zwyczajowe standardy rozpraw doktorskich w naukach przyrodniczych i scistych. Dlatego z
pelnym przekonaniem zwracam si¢ do Instytutu Fizyki Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie
Pana Vu Van Quyen do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwage wysoki poziom naukowy, jakos¢ uzyskanych wynikow, dodatkowe
publikacje, ktore wpisuja si¢ w tg tematyke i ich znaczenie dla rozwoju tej tematyki badan
wnioskuje o wyréznienie przedstawionej mi pracy doktorskiej.

Z wyrazami szacunku,

Joanna Sutkowska
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