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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pzna mgra Hunga Var Nguyena

pt. ,,SARS-CoV-2: Antibodies and effect of non-structural proteins on
protein synthesis in human ribosomes”

Wirus SARS-CoV-2 nalezy do grupy koronawirusoéw, ktére wywotujg choroby uktadu
oddechowego o réznym stopniu zagrozenia i ucigzliwosci. Po raz pierwszy pojawit si¢ w
Wuhan w Chinach w roku 2019. Do$é p6zno zdano sobie sprawe z zagrozen dla globalnej
kondycji zdrowotnej ludzkosci, ktére ze soba niesie, przede wszystkim z powodu bardzo
wysokiej zarazliwosci i letalnosci na poziomie 5% co wedtug WHO jest bardzo powaznym
zagrozeniem dla zdrowia publicznego. Zarazliwos¢ oraz letalno$¢ nowego patogenu
spowodowaty pojawienie si¢ pandemii COVID-19, skutkujgcej w wigkszosei krajow
ogélnonarodowa kwarantanng. Poniesione z powodu tego powodu koszty spoleczne i
gospodarcze s caly czas wrecz niemozliwe nawet do zgrubnego oszacowania.

Dzieki postepom biochemii, biofizyki i bioinformatyki, w tym metod modelowania struktur i
oddziatywan biatek, ktore dokonaly sie w ciggu ostatnich dziesigcioleci stosunkowo szybko
opracowano i wprowadzono szczepionki. Tym niemniej wirus caly czas ewoluuje przede
wszystkim zwigkszajgc swa zarazliwos¢, jakkolwiek nowe warianty (szczegélnie Omikron)
charakteryzuja sie nieporéwnanie mniejszg letalnoscig w stosunku do oryginalnego, przez co
staly si¢ one raczej ucigzliwe a nie bardzo grozne. Jednak nawet lekkie przejscie choroby moze,
nawet po miesigcach czy latach, skutkowa¢ niespodziewanymi dolegliwosciami serca, uktadu
krazenia, uktadu oddechowego, czy ukladu nerwowego, w szczegdlnosci defektami pamigci
(tzw. mgta covidowa). Dlatego pelne poznanie biochemii wirusa SARS-CoV-2 oraz mozliwosci
blokowania zakazenia i wstrzymania jego namnazania, jezeli zakazenie juz nastgpito, pozostaje
i pozostanie zapewne jeszcze dlugo jednym z priorytetéw biochemii, biofizyki i nauk
medycznych. Metody modelowania molekularnego maja w tych badaniach niepodwazalne
znaczenie, z uwagi na ich szybko$¢ a przez to mozliwos¢ przebadania tysigcy wariantow,
stosunkowo niski koszt, a przede wszystkim to, Ze umozliwiajg zrozumienie poszczeg6lnych
etapow dzialania wirusa i racjonalne projektowanie przeciwdziatan. W te badania wpisuje sig
rozprawa doktorska Pana mgra Hunga Van Nguyena, wykonana w Instytucie Fizyki Polskie]
Akademii Nauk pod kierunkiem $wiatowej stawy specjalisty w dziedzinie modelowania biatek
i ich oddziatywan na réznym poziomie uszczegétowienia (gruboziarnistym i pelnoatomowym),
profesora Mai Suana Li.
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Preambule rozprawy doktorskiej stanowig deklaracja Kandydata, w ktérej oswiadcza on, ze
sam wykonat pracg i ze pracg wykonywat w celu uzyskania stopnia doktora, streszczenie w
jezyku angielskim, streszczenie w j¢zyku polskim, wykaz licencji, na podstawie ktérych Autor
zamieszczal swoje opublikowane prace stanowiace materiat rozprawy, podzigkowania, spis
tresci, spis rysunkow, spis tabel oraz wykaz skrotow uzywanych w tekscie rozprawy. Tekst
rozprawy sktada si¢ z pigciu numerowanych rozdziatow, z ktoérych dwa pierwsze, odpowiednio
wstgp i metody obliczeniowe omawiajg podstawy biochemii wirusa i stosowane w pracy
narzedzia badawcze. Kolejne dwa rozdziaty dotycza wynikow. W rozdziale pigtym oméwione
sg wnioski z bada i plany na przysztos¢. Rozprawg koficzy wykaz odnosnikow literaturowych,
skladajacy sie z 320 pozycji. Z wyjatkiem polskiego streszczenia, rozprawa jest napisana w
jezyku angielskim.

Podstawa rozprawy sg 3 publikacje, ktérych Kandydat jest pierwszym autorem, w tym jedynym
oprocz swojego promotora autorem dwoch publikacji. Prace te zostaty opublikowane w bardzo
dobrych miedzynarodowych czasopismach naukowych: pierwsza i trzecia w J. Phys. Chem. B
a druga w Sci. Rep. Z zestawienia publikacji Kandydata podanego w preambule rozprawy
wynika ponadto, ze opublikowat on fgcznie 12 prac i z wyjatkiem jednej jest ich pierwszym
autorem. Taki dorobek publikacyjny przed uzyskaniem stopnia doktora nalezy uzna¢ za
wybitny.

Nie zauwazylem, aby w streszczeniu lub we wstgpie byly wprost sformutowane cele pracy,
jakkolwiek z tytulu i streszczenia mozna si¢ domysli¢, ze celami bylo zbadanie wigzania
wybranych przeciwcial przez biatko kolca réznych wariantow wirusa oraz zbadanie wigzania
biatka NSP1 wirusa z rybosomem 40S.

Trzy publikacje bedace podstawa rozprawy sa w zamieszczone w jej teks$cie w catosci: dwie
pierwsze w rozdziale 3 a ostatnia w rozdziale 4. Kazdy z tych dwdch rozdzialéw rozpoczyna
zwiezle oméwienie wynikéw oraz abstrakt publikacii. Kazda publikacja jest poprzedzona
o$wiadczeniem Kandydata i o$wiadczeniami wspotautoréw dotyczacych roli 1 wkiadu w ich
powstawanie. Z o§wiadczen tych jednoznacznie wynika, ze wkiad Kandydata byt dominujgcy.
Nalezy nadmieni¢, ze wszystkie trzy publikacje zostaly poddane bardzo ostrej ocenie przez
anonimowych recenzentéw przed ich opublikowaniem, zatem ich warto$¢ merytoryczna, a
przez to warto$¢ merytoryczna rozprawy, nie podlega dyskusji.

W pierwszym podrozdziale wstgpu Kandydat omawia budowe wirusa SARS-CoV-2, nastepnie,
w podrozdziale drugim, jego biatka strukturalne, biatka niestrukturalne (ktore stuzg do
modyfikacji biochemii zaatakowanej komorki) oraz biatka dostepowe, ktorych rola jest gtownie
unikniecie uktadu odpornosciowego zywiciela. W podrozdziale trzecim omawia cykl zyciowy
wirusa SARS-CoV-2. Podrozdzial czwarty jest po§wigcony wariantom wirusa. W podrozdziale
pigtym omawia stosowane obecnie leki przeciwwirusowe oraz mechanizmy ich dziatania a w
podrozdziale siédmym wptyw wirusa SARS-CoV-2 na biosyntezg biatek. Wstep jest napisany
bardzo jasno i stanowi cenne podsumowanie wiedzy o wirusie SARS-CoV-2; uwazam, ze
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mogiby stuzy¢ jako materiat artykutu przegladowego. Do tej czgsci rozprawy mam tylko
nastgpujgce drobne uwagi:

1. Rozdziat 1.2.1, pierwszy akapit (gora strony 3): nie wymieniono zgigé, ktore sg bardzo
waznymi elementami struktury drugorzgdowej i nie wspomniano o strukturze
naddrugorzedowej. Podano w tym akapicie opis budowy chemicznej aminokwasow ale
nalezatoby réwniez wspomnie¢ o tworzeniu wigzania peptydowego i zdefiniowac
chiralnos¢.

2. Rozdziat 1.2.2, rys. 1.3 (str. 7): NSP4 nie ma na rys. 1.3; czy to biatko nie ma struktury?
Wyglada na to, ze to biatko jest czgscig struktury gAY, rozwigzanej metodg CryoEM.

3. Pierwszy akapit rozdziatu 1.4 (str. 12): Tekst sugeruje, ze wszystkie warianty
wymagajgce uwagi (VOC) sg zar6wno wysoce zarazliwe, jak i majg poré6wnywalng
$miertelnoéé. Tymczasem migdzy wariantami Delta i Omikron wystepuje pod tym
wzgledem zréznicowanie: ten ostatni jest bardzo wysoce zarazliwy ale wykazuje
znacznie mniejszg $miertelno$¢ (zob. np. The Lancet Regional Health — Europe, 38,
100855, doi: 10.1016/j.lanepe.2024.100855).

4. Rozdziat 1.7, str 20, wiersze 8-10 od dotu: nie wiadomo czy przetaczenie dotyczy reszt
Glu158/GIn158 i Glu159/Gln159 w biatku NSP1 czy 40S.

W rozdziale 2, zatytutowanym ,Metody obliczeniowe”, Kandydat omawia metodologi¢. W
podrozdziale pierwszym jest omowiona metoda dynamiki molekularnej oraz pola sitowe,
zaré6wno pelnoatomowe jak i gruboziammiste. Z kolei w podrozdziale trzecim omawia
eksperymentalne i teoretyczne metody szacowania energii swobodnej wigzania ligandu do
biatka, spoéréd tych drugich gtéwnie metodg sterowanej dynamiki molekularnej, metodg
probkowania parasolowego pofaczong z metoda wazonych histograméw oraz metodg
,alchemiczng”. Z powodu wyodrebnienia metod eksperymentalnych jako podsekcji, tytul
calego rozdzialu 2 jest trochg mylacy, poniewaz nie traktuje on tylko o metodach
obliczeniowych.

Rozdziat metodologiczny jest w wigkszosci napisany wyczerpujgco 1 dobrze omawia
stosowang teorig. Mam nastgpujace uwagi:

1. Cze$¢ rozdziatu 2 o polach sitowych jest znacznie bardziej rozbudowana niz czg$¢
po$wiecona dynamice molekularnej, ktora jest moim zdaniem zbyt skrétowa. Przede
wszystkim nalezaloby wspomnie¢ o tym, ze rozpuszczalnik moze by¢ traktowany albo
w spos6b dyskretny (np. modele TIP3P, TIP4P i SPCE wody) lub ciagly, az do wigczenia
go do efektywnych potencjatéw wiacznie. Kandydat stosowat oba podejscia. Dyskretne
modele wody stosowal zar6wno Ww obliczeniach pelnoatomowych, jak i
gruboziarnistych w modelu MARTINI, natomiast model ciggly, z wiaczeniem
oddziatywan z udzialem wody do potencjalow gruboziarnistych, w obliczeniach z
uzyciem uproszczonego modelu opartego 0 reprezentacje lancucha polipeptydowego
poprzez atomy wegla C.
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2. Nawigzujac do poprzedniego punktu, uzycie dynamiki Langevina jest niezbgdne tylko
wtedy, gdy uzywa sie modeli nigjawnych rozpuszczalnika. W takim przypadku
wprowadzenie nie-konserwatywnych sil tarcia i stochastycznych jest jedyng
mozliwoscia uwzglednienia wplywu rozpuszczalnika na dynamike uktadu. Dodatkowo,
zbilansowane na mocy twierdzenia o fluktuacji-dyssypacji sily tarcia i sily
stochastyczne utrzymujg Srednig temperaturg ukladu. Z lektury sekcji 2.1.1 mozna
odniesé¢ wrazenie, ze réwnania ruchu Langevina stosuje si¢ w kazdym przypadku.
Owszem, zaleca sie takie postepowanic jako najbardziej skuteczne narzgdzie
termostatowania w symulacjach z dyskretng reprezentacja rozpuszczalnika ale
nalezatoby to wyraznie zaznaczy¢. W pracy 1 Kandydat pisze jednak, ze stosowat
algorytm v-rescale Parinello-Rahmana do utrzymywania temperatury i cisnienia. Poza
tym wykonuje si¢ rowniez symulacje mikrokanoniczne, gdzie zachowywana jest
energia catkowita ukfadu a nie $rednia temperatura i wtedy sily tarcia i sily
stochastyczne nie wystgpuja w réwnaniach ruchu.

3. Mam pewne watpliwosci do ostatniego sktadnika w réwnaniu 4 w sekcji 2.1.2: wyglada
na to, ze odzialywaniom ,nienatywnym” (j. migdzy resztami nie tworzacymi w
strukturze natywnej kontaktéw) odpowiada minimum energii. By¢ moze dobiera si¢
odpowiednio mata glebokos¢ studni potencjatu g/, jednak brak jest takiego
wyjasnienia. W przeciwienstwie do stwierdzenia na str. 23, linie 1 i 2 od dotu, nie

wydaje sie zeby &/ mozna byto okresli¢ na podstawie srednich warto$ci promieni reszt;
mozna tak obliczy¢ tylko oj.

4. Réwnanie 12 na str. 29 wydaje si¢ niezgodne z rownaniem 9 na stalg dysocjacji,
powinno chyba byé AGunms=ksT In Ky, gdzie Kajest statg dysocjacji (dang réwnaniem 9).
Drugi wklad w réwnaniu 12 wyglada na catkowanie po stanach niezwigzanych,
natomiast w catoéci brakuje stezenia wolnego liganda, ktére mozna wyrazi€ przez
stezenie catkowite liganda i catkg po objgtosci (réwnanie 10).

Rozdziat 3, opisujacy pierwsza czg$¢ badan wiasnych oraz ich wyniki, jest poswigcony
wigzaniu przeciwciat REGN10933 oraz REGN10987 do biatka kolca SARS-CoV-2 (pierwsza
publikacja) oraz badaniom nad powstrzymujacym dziataniem nanociata H11-H4, przeciwciata
CR3022 oraz ich kombinacji na warianty Alfa, Kappa i Delta wirusa. W pierwszej z tych prac
Kandydat wykorzystat dwie metody obliczeniowe: metode sterowanej dynamiki molekularnej
w pelnoatomowym polu sitowym CHARMM oraz metode probkowania parasolowego z
przetwarzaniem wynikéw metoda wazonych histograméw, z uzyciem uproszczonego modelu
gruboziarnistego opartego na reprezentacji Co.. Stwierdzil, ze kompleks REGN10933 wiaze sig
z wiazacg receptor domeng biatka kolca silniej niz REGN10987, natomiast ich kombinacja
wigze si¢ najsilniej, jak roéwniez, ze wigzanie REGN10933 ma gtéwnie charakter
clektrostatyczny, natomiast oddziatywania van der Waalsa majg dominujacy udziat w wigzaniu
REGN10933. Stwierdzil réwniez, ze wiazanie jest znacznie ostabione w przypadku biatka
kolca z wariantu Omikron wirusa.
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Podobnie jak w pracy pierwszej, W drugiej pracy Kandydat wykorzystal metodg sterowanej

dynamiki molekularnej w polu sitowym CHARMM do badania procesu wigzania/dysocjacji

nanociata H11-H4 oraz przeciwciala CR3022. Natomiast do badania wigzania metoda

probkowania parasolowego/wazonych histograméw uzyt pola MARTINL Stwierdzil, ze

CR3022 wiaze si¢ silniej niz H11-H4, natomiast najsilniej wiaze si¢ ich kombinacja. Otrzymane

energie swobodne wigzania sg czedciowo zgodne z danymi cksperymentalnymi, ktére zresztg

sg rozbiezne w zaleznosci od zrodia.
W toku lektury tego rozdziatu nasunety mi sie nastgpujace uwagi:

1. Dlaczego w pracy 1 byl stosowany model gruboziarnisty Cot a w pracy 2 MARTINI?

2. Praca 2: Czy oszacowano biedy wyznaczonych metodg probkowania parasolowego
stalych wigzania? Otrzymane dla obu ligandéw wartodci sg dos¢ bliskie sobie (-19.8
keal/mol dla H11-H4 i -21.4 kcal/mol dla CR3022)?

Rozdziat 4, zawierajacy pracg 3, opisuje badania Kandydata nad wplywem niestrukturalnego
biatka 1 (NSP1) SARS-CoV-2 na biosyntezg biatka, doktadnie jego wigzania do rybosomu 408,
ktéry to proces zatrzymuje translacjg mRNA. Kandydat uzy! tutaj metodg sterowanej dynamiki
molekularnej w pelnoatomowym polu sifowym AMBERY99SB oraz metodg ,,alchemiczng” w
gruboziarnistym polu sitowym MARTINL Stwierdzit, ze biatko NSP1 skutecznie wigze si¢ do
rybosomu 408 a kompleks rybosomu 40S z NSP1 wiaze si¢ silniej z mRNA niz sam rybosom,
co moze skutecznie blokowaé translacjg. Kandydat okreslit rowniez oddziatywania
odpowiedzialne za wigzanie NSP1 do rybosomu 40S.

W toku lektury rozdziatu 4 nasungty mi sig nastepujace uwagi:

1. Jaka metod¢ uzywano do konwersji struktury gruboziarnistej (model MARTINI) do
struktury petnoatomowej na etapie przy gotowywania petnoatomowych symulacji SMD?

2. Str. 89 (str. 7039 w publikacji 3), 6 wiersz od géry po prawej: Podana wartos¢ energii
oddziatywnia Gly180 z mRNA jest nierealistyczna (160.6 kcal/mol) i nie zgadza si¢ z
ta, ktorg mozna odczytaé z rys. 2B w publikacji. Moze powinno by¢ 1.6 kcal/mol?

Oprécz wymienionych juz uwag merytorycznych, mam nastgpujace nastepujgce drobne uwagi
redakcyjne:

1. Na stronie iv w linii 4 od dofu jest literéwka (,,Rrozdziat”).

2. Skroty w wykazie nie sg uszeregowane alfabetycznie, co utrudnia ich wyszukiwanie.

3. Rozdziat 2.1, przedostatni wiersz 1 akapitu (str. 21): chyba ,,...force fields, which are
simplified energy expressions...” (pominigto “, which™).

Najwazniejsze wyniki uzyskane przez Kandydata mozna podsumowac nast¢pujaco:

1. Zbadal metoda sterowanej dynamiki molekulamej oraz probkowania parasolowego
wiazanie przeciwciat REGN10933 oraz REGN10987 do domeny wigzacej receptor
bialka kolca wirusa SARS-CoV-2 i zidentyfikowat typy oddziatywan odpowiedzialnych
za wigzanie. Pokazat rowniez, ze kombinacja obu przeciwciat wiaze sig znacznie silniej
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niz kazde z osoba. Pokazat tez, ze ich efektywno$é jest znaczaco mniejsza w przypadku
wariantu Omikron, co zgadza si¢ z wynikami doswiadczen.

2. Zbadat wiazanie kombinacji nanociata H11-H4 oraz przeciwciata CRC3022 i pokazat,
7e taka kombinacja wiaze si¢ skuteczniej niz kazdy z komponentow. Zidentyfikowat
typy oddziatywari odpowiedzialne za wigzanie. Pokazat, Ze przeciwcialo CRC3022 jest
obiecujgcym kandydatem na lek przeciwko oryginalnemu wirusowi SARS-CoV-2,
natomiast nanociato H11-H4 powinno byé skuteczne przeciwko wariantom Alfa, Kappa
i Delta, co jest zgodne z eksperymenterr:.

3. Zbadat oddzialywanie pomigdzy mRNA z rybosomem 408 w obecnosci i nieobecnosci
biatka NSP1 z SARS-CoV-2 i pokazal, z¢ mRNA silniej wigze si¢ z kompleksem
rybosomu 40S zNSP1 niz z samym 408, co moze blokowac proces translacji, w zgodzie
z eksperymentem. Pokazal, ze w wigzaniu dominujg oddziatywania elektrostatyczne.

Rozprawe doktorskg oraz dorobek Pana mgra Hunga Van Nguyena oceniam bardzo wysoko.
Kazdy z uzyskanych wynikéw wymieniony w podsumowaniu powyzej stanowi nowos¢
naukowa. Wyniki badaf w wysokim stopniu zgadzaja si¢ z wynikami eksperymentow.
Kandydat wykonal ogromng pracg rozwigzujgc nietrywialne problemy obliczeniowe a
uzyskane przezen wyniki nie tylko umozliwiajg lepsze poznanie biochemii réznorodnych
wariantéw wirusa SARS-CoV-2 ale, dzieki wskazaniu waznych dla wigzania z przeciwciatami
i nanocialami regionéw i oddzialywar, mogg przyczyni¢ si¢ do opracowania nowych
skutecznych szczepionek i lekéw. Uwagi krytyczne zawarte w mojej recenzji, z ktorych czegsc
ma charakter dyskusyjny, nie umniejszaja wartoéci rozprawy. Rozprawa speinia bez zadnych
watpliwosci wymagania stawiane rozprawom doktorskim przez Ustawe z dnia 20 lipca 2018 r.
— Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity: DzU z 2022 r. poz. 574 z pdzn. zm.),
jak réwniez zwyczajowe standardy stawiane rozprawom doktorskim w dziedzinie nauk $cistych
i przyrodniczych. Dlatego stawiam wniosek do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Fizyki PAN
o dopuszczenie Pana mgra Hunga Van Nguyena do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
7 uwagi na wybitny charakter badaf i waznos¢ uzyskanych wynikow, czego wymiernym
efektem jest ich opublikowanie w prestizowych czasopismach naukowych oraz dominujacy
wklad Kandydata do kazdej z trzech publikacji skladajacych si¢ na rozprawe doktorskg i jego
pozostaty znakomity dorobek, wnosz¢ ponadto o wyréznienie rozprawy. Uzasadnienie
wyr6znienia zatgczam.

Prof dr hab. Jézef Adam Liwo
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Gdansk, dnia 22.11.2024

Uzasadnienie wyréznienia rozprawy doktorskiej
Pana mgra Hunga Van Nguyena

pt. ,SARS-CoV-2: Antibodies and effect of non-structural proteins on
protein synthesis in human ribosomes”

Rozprawa doktorska Pana mgra Hunga Van Nguyena obejmuje dwa bardzo wazne problemy
zwigzane ze zwalczaniem choroby wywolanej przez rézne warianty wirusa SARS-CoV-2, ktory
caly czas pozostaje ogélnoswiatowym problemem zdrowia publicznego: wigzanie biatka kolca
wirusa z przeciwciatami i nanociatami oraz wplyw jego biatek niestrukturalnych translacje.
Kandydat wykonal ogromna pracg rozwigzujgc nietrywialne problemy obliczeniowe. Uzyskane
przezen wyniki sa bardzo wazne i stanowia nowos¢ naukowa, czemu datem wyraz w mojej
recenzji. Materiat rozprawy zostat opublikowany w prestizowych czasopismach naukowych w
postaci trzech publikacji, ktérych Kandydat jest pierwszym autorem a jego wkiad do kazdej z
nich jest dominujacy. Catkowity dorobek Kandydata stanowi 12 publikacji w prestizowych
czasopismach naukowych, przy czym jest on pierwszym autorem 11 z nich. Jest to dorobek
wybitny, biorac pod uwage wezesny etap jego kariery naukowej. W zwigzku z powyzszym,
wyrbznienie rozprawy doktorskiej Pana mgra Hunga Van Nguyena, o ktére wniostem w
recenzji, jest moim zdaniem w peni uzasadnione.

Prof. &Xal\bjj\éjzef Adam Liwo



