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“SARS-CoV-2:Przeciwciala i wplyw niestrukturalizowanych bialek na synteze bialek w ludzkich
rybosomach”

Rozprawa doktorska, ktora przeczytalem z duzym zainteresowaniem, przypomniala mi o stale
czyhajacym niebezpieczenstwie: przygasajacej pandemii wirusa SARS-CoV-2. Przetrwalismy rok 2020 i
lata pdzniejsze, przetrwaliSmy ,, lockdown”, ale nie wszystkim byto to dane — miliony ludzi na §wiecie
padly ofiarg wirusa, ktérego pochodzenia do dzisiaj nie wiemy. Zasadniczo w Polsce mamy odpornosé
populacyjng, ale nie mozna wykluczy¢ atakow kolejnych wariantow SARS, ktére t¢ odporno$¢ moga
przetama¢. Sytuacja jest ,,frontowa” 1 musze z satysfakcja stwierdzi¢, ze recenzowana praca doktorska
dotyczy niezwykle aktualnej, waznej spolecznie 1 naukowo tematyki — jak oddziatujg biatka zwigzane z
infekcja wirusowa. Wybor tego problemu uwazam za bardzo zasadny i trafny. Doktorant zastosowat
metody biofizyczne modelowania komputerowego biatek do zbadania aspektéw mechanicznych dwoch
powaznych probleméw biologiczno-medycznych (a) jak przeciwciata oddziatuja z biatkiem S pokrywy
wirusa oraz (b) jak jedno z biatek wirusa — NSP1 — blokuje ludzki rybosom ufatwiajac wirusowi SARS-
CoV-2 infekcje. Cieszy mnie to, ze fizycy potrafig tak szybko da¢ wymierny wkilad w rozumienie
fundamentalnych proces6w zachodzacych w komorce zwigzanych z niezwykle grozng choroba.

Po lekturze rozprawy i zapoznaniu si¢ z publikacjami skladajacymi si¢ na nig stwierdzam, ze cele
badawcze opisane w streszczeniu, tj. (a) zbadanie oddziatywan kilku typow przeciwciat z biatkiem kolca
wirusa (S) SARS-CoV-2 oraz (b) zbadanie wptywu biatka NSP1 na proces syntezy biatek zostaly
osiggnigte.

Tytul angielski rozprawy (,, SARS-CoV-2: Antibodies and effect of nonstructural proteins on protein
synthesis in human ribosomes” ) jest coskolwiek enigmatyczny — nie mozemy dowiedzie¢ si¢ z niego
jakimi metodami doktorant si¢ postuguje. Poza tym sugeruje, ze przeciwciala tez bezposrednio ingeruja
w synteze biatek w rybosomie, co oczywiscie nie jest prawdg. Tytut w jezyku polskim przytoczony na
wstepie tej recenzji podalem w swobodnym tlumaczeniu sam, poniewaz w tek$cie rozprawy go nie
znalaztem. Z kolei tytuty publikacji (3), z ktorych sktada si¢ rozprawa sg precyzyjne i oddajg ich tres¢.

Rozprawa zostata przygotowana w Instytucie Fizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie, w Zaktadzie
Fizyki Teoretycznej, pod kierunkiem dr hab. Prof. Dr hab. Mai Suan Li. Badania byly zwigzane z



grantem NCN. Praca ma forme cyklu publikacji, ktory stanowig trzy prace wieloautorskie, opublikowane
w jezyku angielskim w renomowanych czasopismach migdzynarodowych:

1. Nguyen, H.; Pham, D. L.; Nissley, D. A.; O’Brien, E. P.; Li, M. S. Cocktail of REGN antibodies binds
more strongly to SARS-CoV-2 than its components, but the Omicron variant reduces its neutralizing
ability. J. Phys. Chem. B. 2022, 126(15), 2812-2823.

2. Nguyen, H.; Li, M. S. Antibody-nanobody combination increases their neutralizing activity against
SARS-CoV-2 and nanobody H11-H4 is effective against Alpha, Kappa and Delta variants. Sci. Rep. 2022,
12 (9701).

3. Nguyen, H.; Nguyen, H. L; Li, M. S. Binding of SARS-CoV-2 non-structural protein 1 to 40S ribosome
inhibits MRNA translation. J. Phys. Chem. B. 2024, 128(29), 7033-7042.

Rozpraw¢ otwiera deklaracja Autora, streszczenia angielskie i polskie, robigcy wrazenie spis publikacji
doktoranta (3 skladajace si¢ na tezg, 2 inne opublikowane w czasie przygotowywania rozprawy
doktorskiej, 12 (1) innych opublikowanych w latach 2024 -2020. Pan H. Nguyen jest w niemal wszystkich
tych pracach pierwszym autorem, moge zatem zaryzykowal twierdzenie, ze jest doswiadczonym
badaczem.

Rozdziat 1 (21 str.) jest to wprowadzenie w tematyke badan i postawienie problemu; Rozdziat 2 (10 str.)
zawiera zwiezty opis metod obliczeniowych z pewnymi wzmiankami nt, do§wiadczalnych sposobow
wyznaczania statych wigzania biatko-biatko; Rozdziat 3 zawiera kopie dwoch publikacji nt. wigzania
przeciwcial i nanociat (nanobodies) do biatka S wirusa; Rozdziat 4 zawiera publikacj¢ nt. wigzania si¢
pewnego biatka z wirusa do podjednostki 40S rybosomu, tj. miejsca syntezy bialek w komorce. Kazda
kopia publikacji poprzedzona jest merytorycznym wprowadzeniem oraz nie budzacymi moich
watpliwosci o§wiadczeniami autoréw tych prac na temat ich wkiladu w powstanie publikacji. Rozprawe
zamyka krotki Rozdzial 5 (2 strony) w ktoérym znajduja si¢ gtéwne wnioski 1 zarys mozliwych kierunkow
dalszych badan. Rozprawa zaopatrzona jest ponadto w Spis rysunkow, Spis tabel (tylko jedna) oraz
skrotow. Bibliografia liczy 320 pozycji, cato§¢é zamyka si¢ w 114 stronach. Przedstawiony do oceny cykl
publikacji jest spojny tematycznie i nie budzi zastrzezen.

We Wstepie mamy bardzo interesujgce dane nt. pandemii COVID-19, staranny opis wariantOw wirusa,
bardzo syntetyczny, ale pozyteczny opis poszczegdlnych biatek, diagramy ilustrujgce zamknigtg i otwartg
forme biatka S. Bardzo pouczajacy jest Rys. 1.3 (str. 7) z wykazem biatek typu NSP. Autor podat tez
krotkie opisy bialek pomocniczych (ORF) waznych w zrozumieniu dzialania wirusa, ktorego cykl
zyciowy przedstawia Rys. 1.4. Po krotkim opisie aktualnie stosowanych lekéw przeciwwirusowych (lista
jest b. krotka, niestety), nastgpuje bardzo pouczajaca a i wazna czgs¢ — opis przeciwcial i ich potencjatu
terapeutycznego w walce z wirusem. W wyniku intensywnych badan odkryto, ze niektore przeciwciata
przygotowane in vitro (nie izolowane z osocza krwi 0séb, ktére przechorowaly na COVID-19) maja
bardzo wysokie powinowactwo do wirusa (w czesci S) i moga skutecznie blokowaé¢ mozliwosé inwazji
wirusa do komorek gospodarza. Dobrze opisane jest znaczenie tych przeciwciat dla terapii oraz problemy
zwigzane z ucieczka wirusa przed przeciwcialami, poprzez wlasnie mutacje, ktérych w nowych
wariantach moze by¢ nawet kilkadziesigt, w stosunku do formy wyjsciowej. Ostatnia cz¢$¢ wstepu
poswiecona jest opisowi roli wspomagajacej infekcje biatka wirusa NSP1, ktoére po prostu blokuje
rybosom i uniemozliwia rozwinigcie obrony immunologicznej w komorce. Dla mnie ta czes¢, napisana



bardzo fadnie, byta ciekawa i pouczajgca, dowodzi szerszego spojrzenia doktoranta na cel badan jakim
byto modelowanie pewnych procesow molekularnych w komorce.

Rozdzial 2 zawiera encyklopedyczne wiadomosci nt. stosowanych metod obliczeniowych tj. klasycznej
dynamiki molekularnej, sterowanej dynamiki molekularnej, obliczania profili energii swobodnej (US,
umbrella sampling) czy istoty tzw. dynamiki gruboziarnistej (CG). Rozdziat jest pozyteczny dla
czytelnika nie znajgcego stosowanych w rozprawie technik obliczeniowych, ma charakter catkowicie
przegladowy i nie wnosi niczego nowego (poza brakiem minusa w przypisie do wzoru (1) ©).
Oczywiscie nowe sg opisy parametrow stosowanych w modelowaniu CG i przyjete tam modele.

W Rozdziale 3 zaprezentowane sg dwie publikacje (#1 i #2 z powyzszego spisu) po§wigcone problemowi
blokowania biatka kolca poprzez przytaczenie do niego silnie wigzacych si¢ specyficznych przeciwciat
monoklonarnych REGN10933 i REGN10987 oraz fragmentu malego przeciwciala z lamy zwanego
nanociato (nanobody). Prace nad takimi uktadami biatkowymi sg intensywnie prowadzone niemal od
momentu wybuchu pandemii, cze¢$¢ przeciwcial wykazywata §wietne dziatanie na zwierzgtach, trwajg
proby kliniczne, ale wg mojej obecnej wiedzy nie wprowadzono jeszcze do leczenia zadnej substancji.
Nadzieje sg jednak bardzo duze. Chodzi o znalezienie tatwo ,,produkowalnego” w laboratorium biatka o
jak najwiekszym powinowactwie (najlepiej subnanomolowym) do rejonu RGD, ktérym wirus taczy sie w
biatkiem ACE cztowieka. Jesli duze biatko oblepi kolce, infekcji nie bedzie albo rozwdj infekcji u osoby
juz chorej ustanie po podaniu takiego specyfiku. Przeciwciala sg juz stosowane w terapiach i mozna
ograniczy¢ ich skutki uboczne, o ile sg one naprawdg specyficzne. A ten problem sprowadza si¢ do fizyki
— trzeba zoptymalizowaé wigzanie biatko-biatko. Struktury biatek sa dyamiczne i do niedawna ich
ksztatty przestrzenne odkrywano z wielkim mozotem i naktadem s$rodkow. Obecnie mamy Al i
AlphaFold3, ale Autor doktoratu korzystat z lepszych danych tj. struktur eksperymentalnych
zdeponowanych w banku swiatowym PDB. Istota obu publikacji stanowigcych Rozdziat 3 jest taka sama:
opracowano modele petnoatomowe oraz modele gruboziarniste uktadu fragment biatka S — przeciwciato i
obliczono wzgledne powinowactwo réznych przeciwcial do bialek natywnych wirusa lub do jego
realnych wariantow, trapigcych ludzkos¢ w ostatnich latach (Delta, Omicron itd.). Stosowano gtéwnie
metode modelowania SMD polegajaca na imitowaniu eksperymentu spektroskopii sit przy pomocy AFM.
Do ustalonego atomu w kompleksie przyktadano ,,sztuczng” site zewnetrzna i rozciagano taki kompleks
rejestrujagc site maksymalng i jednoczesnie obliczajac pracg sity rozciggajacej. Na podstawnie tzw.
Twierdzenia Jarzynskiego autorzy oszacowali zmiany energii swobodnej potrzebnej do rozerwania czy
utworzenia kompleksu. W pracy #1 zbadano dwa przeciwciata testowane w klinikach i ich mieszaning.
Obliczenia pokazaty, ze stosowanie mieszaniny ma sens, zespot przeciwciat wigze si¢ do biatka wirusa
mocniej niz kazde z osobna. Wariant Delta okazat si¢ by¢ tez podatny na takg neutralizacje, jednak
wariant Omicron juz nie. Ponadto wykryto, ze jedno z przeciwciat jest znacznie ,,stabsze” (REGN10987).
Cenna jest analiza wkladow poszczegdlnych aminokwaséw obszaru kontaktowego w te silne
oddziatywania, Obliczenia pokazuja, ktore aminokwasy sa kluczowe, a ktore maja mniejsze znaczenie.
Oceniono tez relacje pomiedzy wktadami elektrostatycznymi a VdW do tej energii swobodnej. Chociaz
tempo symulacji SMD byto ok. 10 X wigksze niz typowo stosowane w eksperymentach AFM, co daje
zbyt wysokie wartosci sity na rozrywanie kompleksu, to wyniki jakosciowo sa zgodne z niezaleznymi
danymi eksperymentalnymi. Publikacja #1 jest wg mnie bardzo elegancka aplikacja dobrze juz
rozwinig¢tych metod modelowania komputerowego do bardzo waznego problemu medycznego. Praca jest
napisana tadnie, prosto i do rzeczy. Autorzy zadbali by byla zgromadzona rozsadna statystka,
Zastosowano dodatkowo nieco inng metodologic modelownia gruboziarnistego do oceny tych samych
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efektow, ale tego tutaj nie komentuj¢, bowiem doktorant akurat w tej publikacji tych obliczen nie
wykonywat. W trakcie obrony bytbym ciekaw dowiedzie¢ si¢, uzasadnienia co spowodowato taki, a nie
inny wybor kierunku sity SMD rozrywajacej kompleks. Czy testowano inne kierunki ? Jakie bytby ich
wplyw na otrzymywane warto$ci? Czy sa jakie§ podpowiedzi z eksperymentu, ktory kierunek sily jest
najbardziej realistyczny?

W drugiej cze$ci Rozdziatu 3 przedstawiono wyniki obliczen realizowanych wg podobnego schematu
badajgc problem czy “nanobody” wigze si¢ do domeny RBD Kkolca silniej czy stabiej niz to przeciwciato?
W publikacji #2 autorzy zbadali wigzanie obu przeciwcial stosujgc dwa podejscia — petnoatomowe SMD
oraz dynamik¢ molekularng z gruboziarnistym polem MARTINI potaczona z obliczeniami energii
swobodnej metoda US ( prébkowania parasolowego, czyli umbrella sampling). Tutaj doktorant sam, pod
nadzorem prof. Muan Suan Li, wykonal wszystkie obliczenia i analizy wynikow. W mojej ocenie rowniez
ta publikacja zastuguje na uznanie. Mozna zastanawiac si¢ do jakiego stopnia wyniki sa ,,odporne” na
poczynione zatozenia, czy podawanie policzonych wartosci enegii z doktadnoscia do 0.1 kcal /mol jest do
konca uprawnione, czy jednak rzeczywista niepewnos¢ tych obliczen nie jest wigksza niz niepewnosci
statystyczne podane w tabelach z pracy #2, jednak jakosciowo wyniki sg zgodne eksperymentami i ucza
nas czego$ nowego: Przeciwcialo wigze si¢ mocniej niz nanociato, ale tylko do typu dzikiego tj. WT
wirusa. Dla wariantow Alfa, Kappa i Delta to nanocialo H11-H4 ma wg fizykéw lepszy potencjat
terapeutyczny. Publikacja w Sci. Reports (#2) jest napisana bardzo porzadnie, zwi¢zle i spetnia rygory
prezentacji naukowej. Jakos$¢ rysunkow jest dobra, dyskusja moze nieco zbyt skapa, ale wnioski
wywazone i nie idace zbyt daleko. Solidna praca ze sporg doza nowych rezultatéw, nie prezentowanych
wczesniej w literaturze $wiatowej. Trzeba podkresli¢c, ze uzyskanie tak znacznej liczby wynikéw
wymagalo ogromnej pracy obliczeniowej i pracy zwiagzanej z analiza trajektorii, zwlaszcza obliczenia
energii swobodnej metodami US sa zmudne i trudne. Doktorant wykazat si¢ zatem bardzo dobrym
opanowaniem warsztatu teoretycznej biofizyki obliczeniowe;j.

Dowodzi tego ostatnia praca z cyklu (#3 J. Phys. Chem. B) nt. podstgpnej roli biatka NSP1 wirusa w
blokowaniu syntezy innych biatek, ktore potencjalnie mogtyby utrudni¢ namnazanie wirusa w komorkach
ludzkich. To perfidne dziatania odbywa si¢ poprzez przytaczanie NSP1 do wejscia do kanatu w
rybosomie, maszynie molekularnej syntetyzujacej biatka w oparciu 0 matryce RNA. Biatko wirusa
siedzace u wejscia do kanatu blokuje RNA i synteza biatek ludzkich ustaje. Brakuje np. przeciwciat czy
innych czynnikow utrudniajacych wirusowi namnazanie. Wykonanie tej pracy wymagato sporej
pomystowosci: (1) zauwazania problemu, (2) znalezienia realistycznego modelu strukturalnego, (3)
przygotowania kompleksu RNA z biatkiem S40, (4) uproszczenia uktadu by umozliwi¢ bardziej masowe
obliczenia dla poduktadu, (5) ocenienia czy uproszczone modele nie psujg zbytnio danych, ktore chcemy
uzyska¢ z obliczen. Niewielki zespot wykonal te wszystkie zadania bardzo dobrze, powstat model
pozwalajacy analizowa¢ na poziomie molekularnym oddziatywania miedzy szkodliwym biatkiem a
ludzkim rybosomem. Widze tutaj wigksze znaczenie tej publikacji, daje ona wskazoéwke metodologiczng
do innych obliczen tego typu. Warto tez zauwazy¢, ze w publikacji #3 wykorzystano cykl
termodynamiczny (tzw. obliczenia alchemiczne), by w prosty sposob wyznaczy¢ efekty energetyczne
przeniesienia mRNA z wody do wnetrza biatka, metoda ta jest ostatnio mniej stosowana, ale ma ciekawe
podstawy formalne.



Patrzac ogolnie stwierdzam, ze w doktoracie nie ma znaczgcego rozwoju metod czy nowych pomystow
formalnych. Jest to bardzo solidna aplikacja istniejacych metod 1 programéw do badania probleméw o
duzym znaczeniu praktycznym.

Strona redakcyjna rozprawy doktorskiej jest niemal znakomita, znalaztem ze dwie litrowki, sg usterki w
spisie literatury, bowiem wiele pozycji nie ma podanych stron. Musze zauwazy¢, ze poruszane
zagadnienia dotycza biatek, wiec ktos moglby powiedzieé¢, ze to domena biologii, biochemii czy nawet
medycyny, a nie fizyki. Moim zdaniem Rada moze spokojnie nada¢ stopien doktorski w dyscyplinie
nauki fizyczne, ktora obejmuje obecnie biofizyke. Metody badawcze oparte sa catkowicie na modelach
fizycznych, obliczone wielkosci nalezg do termodynamiki klasycznej, za$ roéwnanie Langevina
rozwigzywane tutaj komputerowo to rdzen mechaniki klasycznej.

KONKLUZJA

Stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Hung Van Nguyena stanowi
rozwigzanie problemu naukowego przy pomocy metod typowych dla nauk fizycznych.. Rozprawa
dowodzi dobitnie, ze doktorant potrafi samodzielnie prowadzi¢ badania naukowe z wykorzystaniem
zaawansowanych metod komputerowych symulacji dynamiki i mechaniki uktadow molekularnych oraz
potrafi da¢ wktad do interpretacji wynikéw takich oblicze. Rozprawa swiadczy o tym, ze doktorant
bardzo dobrze zna najnowsza literatur¢ zwigzang z badanymi problemami, zwlaszcza badaniami
strukturalnymi wirusa SARS-CoV-2. Doktorant ma bardzo duzy dorobek naukowy — zrealizowat wiele
innych projektow.

Stwierdzam, Ze recenzowana praca spetnia ustawowe (tj. Ustawa o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, Dz. U. z 2022
poz. 574 z péin. zm. ) oraz zwyczajowe wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Z
przekonaniem wnosze o dopuszczenie pana Hung Van Nguyena do dalszych etapow
postepowania prowadzacego do uzyskania stopnia naukowego doktora nauk scistych i
przyrodniczych w dyscyplinie nauki fizyczne.

Wiestaw Nowak, prof. zw.



