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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra Quyen Van Vu

Rozprawa doktorska mgra Quyen Van Vu zatytutowana ,Influence of the ribosome on protein
injection and folding” zostata napisana w Instytucie Fizyki Polskiej Akademii Nauk. Promotorem
rozprawy jest prof. dr hab. Mai Suan Li z Instytutu Fizyki PAN. Drugg osoba, wymieniong w
podziekowaniach, ktéra nadzorowata prace badawczg pana Q. V. Vu i wystepuje jako ostatni autor
dwoch z trzech publikacji jest prof. Edward P. O’Brien z Penn State University w USA.

Temat badawczy rozprawy dotyczy badania procesu zwijania biatek w tunelu rybosomu. Biatka petnig
wiele funkcji w komédrkach, w tym jako enzymy katalizujg reakcje. Aby moc petnié te funkcje, biatka
musza przybra¢ okreslong tréjwymiarowg strukture przestrzenng. Proces ksztattowania sie i
formowania takiej struktury przestrzennej nazywamy zwijaniem biatka. Dla matych biatek proces ten
nie wymaga dodatkowych czynnikow, natomiast in vivo wiekszo$¢ biatek zwija sie juz podczas ich
syntezy (w obecnosci rybosomu) albo, po uwolnieniu z rybosomu, w obecnosci innych
makroczasteczek takich jak biatka opiekuncze. Zte zwiniecie biatka, tzw. misfolding, powoduje, ze
biatko nie przyjmuje funkcjonalnej struktury trzeciorzedowej. Wystepowanie Zle zwinietych biatek w
komérkach moze by¢ przyczyng chordb.

Rybosomy sg kompleksami biatek i kwaséw nukleinowych, ktére sg odpowiedzialne za proces syntezy
polipeptydow w komoérkach. Sg wiec rybozymami, gdyz katalizujg reakcje tworzenia wigzan
peptydowych (amidowych) pomiedzy aminokwasami. Tworzenie tych wigzan odbywa sie w miejscu
katalitycznym, tzw. peptidyl transferase center (PTC), w duzej podjednostce rybosomu.
Kolejnos¢ przytgczania aminokwasow okreslone jest poprzez sekwencje mRNA, ktdrego fragment
oddziatuje z rybosomem i po ktérym rybosom sie ,slizga”. Co wazne, syntezowany faricuch
polipeptydowy nie jest uwalniany bezposrednio do otoczenia tylko wchodzi w tunel duzej jednostki
rybosomu. Tunel ten jest zbudowany gtdwnie z rybosomowego RNA (rRNA), ma okoto 100 A dtugosci
(w formie rozwinietej odpowiada to ok. 30 aminokwasom) i zapewnia ochronne $rodowisko dla
wydtuzajagcego sie peptydu. Tunel zawiera przeweienie oraz rozszerza sie przy ujsciu z duzej
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podjednostki rybosomu. W niektdérych przypadkach dochodzi do wstepnego formowania struktury
drugorzedowej polipeptydu juz w tunelu i wtedy moze sie w nim zmiesci¢ nawet 60 aminokwasdéw.

Badania zwijania biatek in vitro prowadzone byty od ponad pieédziesieciu lat, ale od dwdch dekad, po
rozwigzaniu struktury tréjwymiarowej rybosomu, naukowcy skupili sie na badaniach zwijania biatek
rowniez in vivo, w obecnosci rybosomu. Badania te pokazaty, ze dla wiekszosci biatek ich zwijanie jest
kotranslacyjne, czyli zachodzi réwnolegle z syntezg polipeptydu w rybosomie. Zwijanie to jest
wspomagane przez rdézne czynniki takie jak tunel w rybosomie, szybkoé¢ syntezy polipeptydu, ktéra
wynika z sekwencji mMRNA oraz przy dtugich faricuchach takze poprzez oddziatywanie z powierzchnia
rybosomu wokét ujscia tunelu.

Mimo iz poczgtkowo sgdzono, ze tunel zapewnia tylko ochronng role przed degradacjg polipeptydu
zanim zwinie sie on do struktury funkcjonalnej, to ostatnie badania wskazuja na czynna role tunelu
rybosomu w zwijaniu. Dalsze badania wptywu rybosomu na zwijanie biatek sg wiec istotne i mogg
sie przyczyni¢ do lepszego zrozumienia tego procesu (zaleznego od sekwencji mRNA) co ufatwi
projektowanie zwigzkéw mogacych stac sie lekami.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska jest oparta o wyniki badan autora opublikowanych
w latach 2020-2023 w nastepujacych artykufach:

1. Nissley, D. A.; Vu, Q. V.; Trovato, F.; Ahmed, N.; Jiang, Y.; Li, M. S.; O’Brien, E. P. Electrostatic
Interactions Govern Extreme Nascent Protein Ejection Times from Ribosomes and Can Delay
Ribosome Recycling. JACS, 2020, 142 (13), 6103-6110.

2.Vu, Q. V,; Jiang, Y.; Li, M. S.; O’Brien, E. P. The Driving Force for Co-Translational Protein Folding Is
Weaker in the Ribosome Vestibule Due to Greater Water Ordering. Chem. Sci. 2021, 12 (35), 11851-
11857.

3. Vu, Q. V.; Nissley, D. A,, Jiang, Y.; O’Brien, E. P.; Li, M. S. Is Posttranslational Folding More Efficient
Than Refolding from a Denatured State: A Computational Study. J. Phys. Chem. B 2023, 127 (21),
4761-4774.

Czasopisma, w ktérych mgr Q. V. Vu opublikowat wyniki badan sg anglojezyczne, znajduja sie na liscie
Journal Citation Reports i majg wysokie wskazniki oddziatywania (tzw. impact factor, IF}). W ostatnich
latach wskaznik IF dla czasopisma JACS wynosi 15, Chem. Sci. — 10 i J. Phys. Chem. B — 3,5. Dodatkowo
sg to czasopisma interdyscyplinarne tgczgce dyscypliny fizyki, chemii i biologii.

Pan Q. V. Vu jest takze wspotautorem czterech innych artykutéw, ktére formalnie nie wchodzg w
sktad rozprawy doktorskiej, ale cze$¢ z nich jest zwigzana tematycznie z rozprawa. Dwa z nich sg to
publikacje w bioRxiv, jedna publikacja w prestizowym Nat. Commun. i jedna w Biochemistry.

Prace bedace czescig rozprawy s pracami zbiorowymi. W dwdéch publikacjach mgr Quyen Van Vu
wystepuje jako pierwszy autor, a w dwdch jako drugi autor. W zwigzku z tym pan Q. V. Vu dotaczyt do
rozprawy oswiadczenia wspofautorow dotyczace ich wkiadéw do publikacji, a takze swoje
o$wiadczenie przedstawiajace jego wkiad. Z tych oswiadczen wynika, ze mgr Q. V. Vu przygotowywat
i przeprowadzat symulacje petnoatomowej i zredukowanej dynamiki molekularnej oraz miat znaczacy
wkiad w opracowanie wynikdw do wszystkich trzech publikacji. Do publikacji numer 1 przeprowadzit i
zanalizowat symulacje petnoatomowej dynamiki molekularnej, przygotowat odpowiednie rysunki i




brat udziat w pisaniu manuskryptu. Do publikacji numer 2 i 3 przeprowadzit wszystkie symulacje,
analizowat ich wyniki, przygotowat rysunki i brat udziat w pisaniu manuskryptéw. Jego udziat, jesli
chodzi o cze$¢ wykonawczg i zwigzang z analizg wynikdw mozna uzna¢ za dominujacy w powstanie
tych artykutéw.

Rozprawa doktorska, mimo ze jest oparta o cykl prac, ma standardowy podziat na rozdziaty. Cykl
artykutéw poprzedza okoto 30 stronicowe wprowadzenie, ktdore stanowi wazing czesé¢ rozprawy.
Rozprawa oraz wprowadzenie zostaty napisane w jezyku angielskim, poza streszczeniem, ktdre jest
napisane w jezyku polskim. Rozdziat 1 jest poswiecony przedstawieniu zjawiska zwijania biatek do
stanu natywnego, czyli przyjmowania przez polipeptyd stabilnej struktury przestrzennej. Nastepnie
opisany jest rybosom i rola tunelu, przez ktéry wychodzi syntezowany polipeptyd. Na korcu tego
rozdziatu przedstawione sg cele rozprawy. W rozdziale 2 autor opisuje metody obliczeniowe, ktére
stosowat w swojej pracy badawczej. Gtéwng technikg byty symulacje dynamiki molekularnej,
zaréwno petnoatomowe jak i gruboziarniste. Przedstawione s3 tez wyrazenia algebraiczne stosowane
do wyznaczenia energii symulowanych systemow (tzw. pola sitowe) w tych dwdch podejsciach. Autor
opisuje takze w skrocie metody wzmocnionego prébkowania w dynamice molekularnej — tzw.
sterowang dynamike oraz umbrella sampling. W dalszych czesciach przedstawione sg metody analizy
symulacji. W rozdziatach 3, 4 i 5 umieszczone sg publikacje, w ktérych opisane zostaty wyniki badan
autora rozprawy. Ostatni rozdziat zawiera krdtkie podsumowanie wynikéw, po ktorym autor
umieszcza wykaz odnosnikéw. Odnosniki literaturowe to ponad 150 pozycji; autor cytuje artykuty
anglojezyczne z listy Journal Citation Reports.

Pierwsza z cyklu prac opublikowana w JACS w 2020 roku dotyczy symulacji gruboziarnistych i
petnoatomowych fragmentu rybosomu. Na podstawie tych symulacji autorzy chcieli ocenié i
uzasadni¢ szybkosci wychodzenia réznych polipeptydéw z rybosomu po zakoriczeniu syntezy, czyli
odczytu przez rybosom kodonu stop. Autorzy podejrzewali, ze nie tylko czas syntezy taricucha ma
znaczenie, ale takze czas jego wychodzenia z tunelu i uwolnienie z rybosomu. Przeprowadzono
symulacje uwalniania 122 rdéznych polipeptyddw metodami gruboziarnistymi i stwierdzono, ze czasy
ich wychodzenia z rybosomu po zakoriczeniu syntezy sg rézne, nawet 1000 razy. Nastepnie pan Vu
przeprowadzit szereg petnoatomowych sterowanych symulacji dynamiki molekularnej fragmentu
rybosomu powoli ,wyciagajac” polipeptyd z tunelu. Stwierdzit, ze dla biatek, ktére wychodza z tunelu
powoli potrzebna jest okoto 30% wieksza sita niz dla biatek wychodzacych szybko. Gtéwnym
wynikiem tych symulacji byto stwierdzenie, ze to jak szybko polipeptyd opuszcza tunel zalezy od
oddziatywan elektrostatycznych. Natadowane dodatnio polipeptydy wychodza wolniej, gdyz silniej
oddziatujgz ujemnie naladowanym rRNA tunelu. Przeprowadzono takie analize danych
doswiadczalnych gestosci rybosoméw na okreslonych kodonach tzw. profilowanie rybosomoéw
(ribosome profiling), ktéra wskazata, ze rybosomy biatek , powolnych” spedzajg wiecej czasu na
kodonie stop, co spowalnia tez recykling rybosomu do kolejnej translacji.

Wyniki te uwazam za wazne z punktu widzenia mozliwego projektowania odpowiednich sekwencji
mRNA na przyktad dla przyspieszenia syntezy i uwalniania konkretnego polipeptydu z rybosomu.
Manipulowanie szybkoscig produkcji biatek moze by¢ istotne nie tylko w biotechnologii, ale takze w
projektowaniu lekow.




W kolejnej publikacji w Chemical Science, w ktérej mgr Quyen V. Vu wystepuje jako pierwszy autor,
autorzy chcieli wyjasni¢ badania doswiadczalne sugerujace, ze domeny, ktére zwing sie w ostatniej
czesci tunelu (najdalszej od miejsca katalitycznego i tuz przy powierzchni rybosomu) sg mniej stabilne
niz gdyby zwinely sie w srodowisku wodnym. Po wykonaniu symulacji potencjatu sredniej sity dla
modelowych czgsteczek metanu okazato sie, ze ujscie tunelu ostabia efekt hydrofobowy. W tunelu
czasteczki wody sa bardziej zorganizowane, ale ich uwolnienie nie jest tak korzystne jak bytoby w
srodowisku wodnym. Sugeruje to, ze srodowisko ujscia tunelu spowalnia zwijanie biatek, gdyz w
zwijaniu fancucha dominuje efekt hydrofobowy. W tej publikacji mgr Q. V. Vu przygotowat i wykonat
wszystkie symulacje, na podstawie ktérych oszacowat parametry termodynamiczne uktadu.

Wyniki te sa wazne z punktu widzenia zrozumienia efektéw obecnosci rRNA przy ujsciu tunelu i
stwierdzonej mniejszej stabilnosci zwinietych w tunelu domen biatkowych w pordéwnaniu z ich
stabilnoscia w roztworze wodnym. Wyniki te przyczyniajg sie do zrozumienia sposobu w jakim
polipeptyd wydostaje sie przez tunel z rybosomu.

W trzeciej z cyklu prac, opublikowanej w J. Phys. Chem. B, pan Q. V. Vu badat rdznice pomiedzy
zwijaniem sie biatek w obecnosci rybosomu i w roztworze wodnym. Dobor tematu byt pokierowany
danymi doswiadczalnymi pokazujacymi, ze rola rybosomu w zwijaniu biatek zalezy od ich sekwencji.
Autorzy wybrali trzy biatka testowe i pan Quyen V. Vu przeprowadzit dla nich symulacje dynamiki
molekularnej w modelu zredukowanym. W jednym przypadku byto to biatko, ktérego struktura
natywna byta zapetlona co byto dodatkowg komplikacjg przy analizie symulacji. Wyniki sugerujg, ze
dla matego biatka reduktazy dihydrofolianowej (dihydrofoliate reductase, DHFR) rybosom wspomaga
zwijanie do formy natywnej. Biatko to sktada sie z dwdch domen, ktére zwijajg sie oddzielnie. Dla
acetylotransferazy CAT-l (type lll chloramphenicol acetyltransferase) oraz ligazy DDLB (D-alanine-D-
alanine ligase B), czyli wiekszych biatek, ktore sg natywnie zapetlone, rybosom wspomaga zwijanie
jedynie przejsciowych nienatywnych struktur. Wyniki symulacji pokazaty, ie biatka te
zwijajg sie szybciej in vitro niz przy udziale srodowiska rybosomu.

Kinetyka zwijania biatek jest istotnym parametrem odpowiedzi komérki na stres, wiec symulacje tych
procesdw sgistotne i mogg wspomodc badania doswiadczalne, w ktérych trudno jest okresli¢
mechanizm fatdowania sie taiicucha.

Wstep oraz publikacje dobrze sie czyta. Znalaztam jednak kilka btedéw, nie tylko edytorskich, ktére
wymieniam ponizej, z powodu mojej roli jako recenzenta.

Str. 3, $rodkowy paragraf, powinno by¢ “Strong hydrogen bond network dominates the solvent
properties of water.”

Str. 4, “freeze water molecules”, chyba nie jest to witasciwa forma przymiotnika.

Str. 6, Tabela 1.1 powinno by¢ raczej ,mass” a nie ,weight”

Str. 10, powinno by¢ ,assays” a nie ,essays”

Str. 13, podrozdziat Cele pracy. Mimo, ze cele rozprawy sg dla tego recenzenta jasne, nie sg dobrze
napisane. W kilku zdaniach brakuje czasownikéw. Jesli miaty to byé rédwnowazniki zdan to ta czes¢
powinna by¢ inaczej sformatowana. Jest to waina cze$¢ rozprawy i powinna byc lepiej
przedstawiona.

Str. 16, powinno by¢ ,,..AMBER99SB foce field is:”




Str 17., powinno by¢ “bonded potentials”

Str. 21, rysunek 2.2, nie wida¢ na nim wskazanego w opisie czarnego prostokata

Str. 21, powinno by¢ “...r; are the coordinates...”

Szkoda, ze nie dotgczono do rozprawy takie pliku PDF zawierajgcego suplement publikacji z JACS z
2020 roku.

Str. 94, punkt 5. Ostabienie efektu hydrofobowego nie jest jasne w tym punkcie. Jesli czasteczki wody
w otoczeniu metanu sg bardziej zorganizowane w tunelu niz w roztworze wody to ich uwolnienie
powinno sie wigzac z korzystniejsza zmiang entropii. W tunelu tak nie jest ze wzgledu na ograniczenia
przestrzenne. W publikacji zostato to opisane dobrze, ale w podsumowaniu to wyjasnienie nie jest
wiasciwe lub zbyt uprdszczone.

Str. 94, punkt 7, “DHFR folds more efficiently due to protein synthesis.” Powinno by¢ raczej “during
synthesis”

Str. 95, punkt 10, to nie synteza biatka wspomaga zwijanie tylko rybosom. Sformutowanie ,protein
synthesis assists the folding” nie jest zrozumiate.

Mam tez kilka watpliwosci i pytan, ktére nasunety mi sie po przeczytaniu rozprawy.

Czy wedtug autora na podstawie wykonanych przez niego symulacji mozna stwierdzié, ze helisa moze
sie utworzyé w pierwszej czeéci tunelu tzw. upper tunnel. Jesli tak to czy wtedy przejdzie przez 10 A
przewezenie (constriction)? Czy moze taka helisa sie rozwinie i ponownie utworzy w dolnej szerszej
czesci tunelu (lower tunnel)?

Czy wiadomo jaki jest procent biatek u organizméw eukariotycznych, ktdre wymagajg wspomaganego
zwijania, nie tylko przez rybosom, ale inne biatka opiekuricze?

Gdzie w symulacjach umieszczano jony magnezu, czy tez w tunelu? To pytanie gidwnie dotyczy
metod umieszczonych w publikacji w JACS.

Str. 95 Nie rozumiem planu przysztych badan. Czasteczek metanu nie da sie zastgpi¢ catym biatkiem
do badania efektu hydrofobowego, gdyz cate biatko nie zwinie sie w rybosomie i nie bedzie
tez sie sktadato z samych reszt hydrofobowych. Jak autor chciatby bada¢ wptyw tunelu na
reorganizacje czasteczek wody i efekt hydrofobowy dla biatek?

By¢ moze dwa zapetlone biatka CAT-1Il i DDLB do prawidlowego zwijania potrzebujg nie tylko
rybosomu, ale takze biatek opiekuniczych? Czy co$ wiadomo na ten temat? i

Podsumowujac, pan Quyen Van Vu wykonat symulacje petnoatomowej i gruboziarnistej dynamiki
molekularnej dla duzej makroczgsteczki rybosomu i jej fragmentéow w celu okreslenia mechanizmu
wychodzenia polipeptydow z tunelu rybosomu do srodowiska wodnego oraz oddziatywan tych
polipeptydow z rRNA w tunelu. Wskazat przyczyny réznic w stabilnosci zwinietych domen wewnatrz
tunelu rybosomu i w $rodowisku samych czgsteczek wody. Wyniki tych badan sg waine ze wzgledu
na zrozumienie proceséw kotranslacyjnego zwijania biatek, ktére mogg sie przyczyni¢ do zrozumienia
ich btednego zwijania w roznych chorobach. Gtéwne wyniki pracy badawczej mgra Quyen Van Vu
opieraja sie na metodach teoretyczno-obliczeniowych, ale s powigzane 2z obserwacjami
doswiadczalnymi. Pan Quyen Van Vu posiada warsztat merytoryczny dotyczacy biofizyki




obliczeniowej — z zakresu metody dynamiki molekularnej oraz wzmocnionego prébkowania
przestrzeni  konformacyjnej, a takze analizy trajektorii  ruchu.  Posiada  takze
wiedze biologiczng dotyczacg zwijania biatek.

Stwierdzam, Ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska pana Quyen Van Vu spetnia
warunki okreslone ustawie Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r. (Dz. U. 2018
poz. 1668), a w szczegdlnosci Art. 187 tej ustawy. Rozprawa doktorska prezentuje ogdlng wiedze
teoretyczng pana Quyen Van Vu w dyscyplinie nauk fizycznych oraz umiejetno$¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Stanowi réowniez oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. W
zwigzku z tym wnosze o dopuszczenie mgra Quyen Van Vu do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Tematyka poruszona w rozprawie jest niezwykle istotna i aktualna a wyniki symulacji pana Quyen
Van Vu sg opublikowane w prestizowych czasopismach. Mgr Q. Van Vu wykonat wiele waznych
symulacji wyjasniajacych, dlaczego rybosom i znajdujacy sie w nim tunel, reguluja proces translacji na
poziomie zwijania polipeptydéw. Wyniki badan uznaje za wyrdzniajace sie. Ze wzgledu na wazine
wyniki naukowe i dominujacy wkiad autora rozprawy w ich uzyskanie wnioskuje o mozliwosé
wyrdznienia tej rozprawy.
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