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Recenzja rozprawy doktorskiej zatytutowanej

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

ztozonej przez pana magistra Hunga Van Nguyena.

Wszyscy pamietamy niedawny wybuch globalnej pandemii COVID-19, ktéra zmienita
wspolczesne spoteczenistwo i systemy opieki zdrowotnej. Poprzedzona wczedniejszymi epide-
miami koronawirusa, takimi jak SARS-CoV w latach 2002-2003 i MERS-CoV w 2012 r., ktére
dotknety jedynie wybrane regiony naszej planety, pandemia COVID-19 pojawita sie pod koniec
2019 r. z niespotykana dotad szybkoscia i skala. Pochodzaca z Wuhan w Chinach choroba, wy-
wotana nowym wirusem SARS-CoV-2, szybko rozprzestrzenita sie na catym $wiecie, powodujac
ponad 6,9 miliona potwierdzonych zgonéw oraz powazne wyzwania spoteczne, gospodarcze
i zwiazane ze zdrowiem publicznym. Co wiecej, liczne warianty wirusa SARS-CoV-2, takie jak
Alpha, Delta i Omicron, stanowity powazne wyzwanie dla rozwoju lekéw i strategii leczenia.
Zdolnoé¢ wirusa do mutacji nie tylko zwiekszyta jego zdolnosé¢ do przenoszenia sie i potencjat
do ewolugji immunologicznej, ale takze wymagata ciagtych aktualizacji szczepionek i podejsé
terapeutycznych, podkreslajac potrzebe dynamicznych, adaptacyjnych reakcji w walce z pande-
mia. Wysitki majace na celu zapobieganie COVID-19 i leczenie zakazonych pacjentéw opieraly
sie na wieloptaszczyznowym podejéciu, obejmujacym érodki zdrowia publicznego, kampanie
szczepien i rozwdj terapii przeciwwirusowych. Szczepionki, gtéwnie oparte na mRNA i wek-
torach wirusowych, staly sie kamieniem wegielnym profilaktyki, podczas gdy strategie lecze-
nia ewoluowaty, obejmujac leki przeciwwirusowe, immunomodulatory i opieke wspomagajaca.
Znaczny nacisk potozono na terapie oparte na przeciwciatach, takie jak przeciwciata monoklo-
nalne zaprojektowane w celu neutralizacji wirusa oraz nanoprzeciwciata, mniejsze fragmenty
przeciwciat o wysokiej stabilnoéci i elastycznosci. Terapie te okazaty sie obiecujace w zwalcza-
niu okres$lonych biatek wirusa, zmniejszaniu wiremii i poprawie wynikéw leczenia pacjentéw,
szczegoblnie u 0s6b z grupy wysokiego ryzyka. Jednak interakcje miedzy przeciwciatami i biat-
kami SARS-CoV-2 sa trudne do zbadania na poziomie oddziatywan pomiedzy pojedynczymi
atomami. Majac na uwadze te ztozonos¢, rozprawa doktorska ztozona przez Hunga Van Nguy-
ena stanowi istotny wktad w ten obszar wiedzy. W swoich pracach, Doktorant postawit sobie
dwa gtéwne cele: zbadanie, w jaki sposéb przeciwciata i nanoprzeciwciata wiaza sie z biatkiem

ul. Ludwika Pasteura 1, 02-093 Warszawa
tel.: 22 55 26211 (Biuro Dziekana), 22 55 26230 (Administracja)
e-mail: dziekan@chem.uw.edu.pl, chemia@chem.uw.edu.pl, www.chem.uw.edu.pl



kolca (S) SARS-CoV-2 oraz wyjasnienie wplywu niestrukturalnego biatka 1 (NSP1) na synteze
biatek w ludzkim rybosomie.

Rozprawa doktorska, ktéra miatem przyjemnosé recenzowaé, zostata napisana w jezyku an-
gielskim i sktada sie z pieciu rozdzialéw, poprzedzonych streszczeniami (w jezyku polskim
i angielskim), lista publikacji Doktoranta oraz zwyczajowymi podziekowaniami. Autor zamie-
Scitréwniez w pracy spis tresci, spisy ilustracji i tabel, a takze wykaz czesto uzywanych skrétéw.

Na pierwszej stronie , Wstepu” autor zawart krétki rys historyczny pandemii i podsumo-
wal 6wczesnie podjete strategie terapeutyczne. Pozostata czed¢ tego dwudziestostronicowego
rozdzialu po$wiecona jest szczegétowemu omoéwieniu struktury i funkcji wirusa SARS-CoV-2.
Autor opisuje organizacje genomu wirusa i kodowanych przez niego biatek, podsumowujac
dostepna wiedze na temat kazdego biatka, zar6wno strukturalnego, jak i niestrukturalnego, ze
szczegblnym uwzglednieniem ich roli w mechanizmie dziatania wirusa. Czes¢ ta napisana jest
bardzo przejrzyscie i fatwa w odbiorze, nawet dla oséb niebedacych ekspertami w tej dziedzi-
nie. Kolejny, liczacy bez mata dziesie¢ stron rozdzial, opisuje metody obliczeniowe wykorzy-
stane przez autora w jego pracach. W telegraficznym skrécie autor przedstawia metode dy-
namiki Langevina, a nastepnie omawia pola sitowe, z ktérych korzystat w swoich badaniach:
klasyczne pelnoatomowe pola sitowe, gruboziarniste pole sitowe Martini oraz pole sitowe typu
Go, oparte na reprezentacji wegli alfa. Po tej czesci nastepuja trzy rozdziaty rozprawy, ktére od-
powiadaja trzem publikacjom, opisujacym badania wilasne autora. Kazdy rozdziat rozpoczyna
sie od wymaganych o$wiadczen o wkiadzie ztozonego przez wspétautoréw, po ktérym naste-
puje zwiezte podsumowanie danej pracy, a koficzy sie kopia samego opublikowanego artykutu.
Wreszcie, czytelnik dociera do ,Wnioskéw”, ktére nie tylko podsumowuja gléwne ustalenia
rozprawy, ale takze zapewniaja cenne perspektywy dla przysztych prac w tej dziedzinie. Pan
Nguyen jest autorem 17 publikagji, ktére ukazaty sie w latach 2014-2024; pie¢ z tych prac zostato
opublikowanych podczas studiéw w szkole doktorskiej; trzy z owych pieciu zostaty wtaczone
do niniejszej rozprawy. Nalezy zauwazy¢, ze Doktorant jest pierwszym autorem wszystkich
tych prac i wniést bardzo istotny wktad w opisane badania.

Nie czuje sie wystarczajaco kompetentny, aby komentowac strukture i funkcje wirusa SARS-
CoV-2, opisana we ,, Wprowadzeniu”, poniewaz nie jestem ekspertem w dziedzinie wirusologii.
Przejde zatem do rozdziatu drugiego - czeSci metodologicznej, w ktérej Doktorant opisat me-
tody obliczeniowe zastosowane w swojej pracy badawczej. Autor po$wiecil zaledwie dwa zda-
nia (zajmujace trzy i pét linijki) na opis klasycznego sformutowania metody Dynamiki Moleku-
larnej. W mojej ocenie jest to zdecydowanie za mato, biorac pod uwage, ze metoda ta ma funda-
mentalne znaczenie dla rozprawy i jest wykorzystywana we wszystkich publikacjach Kandy-
data. Ponizej czytelnik znajdzie jedynie pétstronicowy opis dynamiki Langevina, metody, ktéra
wykorzystana byta jedynie w jednej z trzech publikacji wchodzacych w sktad rozprawy. Nastep-
nie znajduje sie opis trzech pdl sitowych wykorzystanych w symulacjach: klasycznego empi-
rycznego pelnoatomowego pola sitowego, gruboziarnistego pola Martini, a takze metody typu
Go, ktéra wykorzystuje informacje o znanej natywnej strukturze modelowanego kompleksu
biatkowego. W tej ostatniej wykorzystano reprezentacje wegli alfa. PodejScie to jest bardzo atrak-
cyjne ze wzgledu na jego wydajno$¢ obliczeniowa, ma ono jednakze istotne ograniczenia. Moim



zdaniem autor powinien byt po$wieci¢ kilka zdan na przedstawienie tych ograniczen czytelni-
kowi. Rozdziat drugi koniczy sie opisem kilku metod eksperymentalnych oraz obliczeniowych,
dzieki ktérym mozna wyznaczy¢ stata réwnowagi dysocjacji kompleksu biatko-ligand. W roz-
dziale tym zabrakto mi choéby krétkiego opisu roli rozpuszczalnika oraz sposobéw uwzgled-
nienia go w modelowaniu molekularnym.

Kolejne trzy rozdzialy poéwiecone zostaly trzem oryginalnym pracom autora, stanowiacym
podstawe rozprawy. Prace te, opublikowane w bardzo dobrych czasopismach: dwie w Journal
of Chemical Physics B oraz jedna w Scientific Reports, niewatpliwie zostaly juz poddane wnikliwej
ocenie recenzentéw przed ich przyjeciem do druku. Ponizej pozwole sobie jednak na kilka kry-
tycznych uwag, ktére nasunely mi sie podczas ich lektury.

Pierwsza publikacja (rozdziat nr 3) opisuje badania nad terapiami przeciwcialowymi sto-
sowanymi w leczeniu COVID-19, szczegdlnie w kontekscie neutralizowania biatka S wirusa
SARS-CoV-2. Autorzy skupili sie na terapii REGN-COV2, ktéra jest koktajlem dwéch przeciw-
cial monoklonalnych: REGN10933 i REGN10987. Badania pokazuja, ze oba przeciwciata wiaza
sie z réznymi regionami domeny RBD biatka S, oraz ze kombinacja tych przeciwciat oferuje
wieksza stabilnosé i skuteczno$é w poréwnaniu do zastosowania kazdego z nich pojedynczo.
Wyniki symulacji wskazaty, ze REGN10933 wykazuje silniejsze wiazanie niz REGN10987, ale
to polaczenie obu przeciwciat (REGN10933+REGN10987) oferuje najwieksza stabilnos¢ i site
wiazania. W pracy tej przedyskutowano tez wptyw mutacji biatka S, wynikajacych z réznic po-
miedzy poszczegdélnymi wariantami wirusa, na skuteczno$¢ terapii wspomnianymi przeciw-
ciatami. Biatko S jest takze bohaterem kolejnej pracy (rozdziat nr 4), tym razem oddziatujac z
nanoprzeciwcialem (Nb) H11-H4 oraz przeciwcialem CR3022. Wyniki symulacji wskazaly, ze
CR3022 wiaze sie z RBD silniej niz H11-H4, co potwierdzily zaréwno wartosci sily maksymal-
nej (Finqz), jak i energii swobodnej wiazania. Potaczenie obu molekut, a wiec CR3022 i H11-H4,
wykazato jeszcze wieksza site wiazania, co sugeruje synergistyczny efekt tej kombinacji. Dodat-
kowo, badania uwzglednity wptyw réznych wariantéw SARS-CoV-2, takich jak Alpha, Delta
czy Kappa, na zdolnosci neutralizacyjne H11-H4, wskazujac, ze Nb zachowuje skutecznoé¢ wo-
bec wybranych wariantéw. W obydwu tych pracach czytelnik zauwazy znaczna rozbiezno$é¢ w
wartoSciach statej dysocjacji Ky wyznaczanej réznymi metodami. Warto$ci eksperymentalne kil-
kukrotnie r6znia sie od wynikéw symulacji. W publikacji pierwszej wyniki obliczefi uzyskane
metoda PRODIGY dla przeciwciata REGN10933 sa ponad czterokrotnie wieksze niz wartosci
uzyskane w symulacjach REX-US, dla ktérych z reszta nie podano oszacowania btedu. Czy réz-
nice te moga wynikaé z pominiecia jawnych (atomistycznych) oddziatywan biatek (a wiec RBD
oraz przeciwciat) z rozpuszczalnikiem w publikagji pierwszej? Powody tych réznic w publika-
¢ji drugiej sa zapewne inne: tu bowiem zastosowano rozpuszczalnik gruboziarnisty w modelu
Martini. A moze to skutek poréwnywania warto$ci zmierzonych w stanie réwnowagi termo-
dynamicznej z nieréwnowagowymi symulacjami? Mam nadzieje, ze Doktorant bedzie w stanie
wskazaé potencjalne zZrédla rozbieznosci miedzy danymi literaturowymi a obliczonymi warto-
ciami.

Trzecia publikagja (rozdzial nr 5) koncentruje sie na roli biatka NSP1 wirusa SARS-CoV-2,
ktére pelni kluczowa funkcje w wytaczaniu ekspresji genéw gospodarza (tzw. host shutoff),



umozliwiajac wirusowi unikanie odpowiedzi immunologiczneji promujacjego replikacje. NSP1
wiaze sie specyficznie z podjednostka 40S rybosomu, blokujac kanat wejscia mRNA i tym sa-
mym hamujac translacje mRNA gospodarza. Biatko to, utrudniajac synteze biatek komérko-
wych, w tym czynnikéw przeciwwirusowych, sprzyja replikacji wirusa i jego ucieczce przed
odpowiedzia immunologiczna. Z uwagi na istotna role NSP1 w cyklu zyciowym wirusa i jego
zdolnoé¢ do ostabiania odpowiedzi przeciwwirusowej, jest ono uznawane za potencjalny cel
terapeutyczny. Wyniki symulacji SMD wykazaly, ze w obecnodci NSP1 mRNA wiaze sie z ry-
bosomem znacznie silniej niz w jego nieobecnosci, co sugeruje, ze NSP1 skutecznie blokuje kanat
wejécia mRNA, uniemozliwiajac jego translacje. Energia swobodna wiazania obliczona za po-
moca symulagji alchemicznych réwniez potwierdzita, ze NSP1 znaczaco zwieksza powinowac-
two mRNA do rybosomu, co zgodne jest z wczesniejszymi badaniami eksperymentalnymi. Wy-
niki te dostarczaja nowych informacji na temat mechanizméw dziatania NSP1 oraz jego wptywu
na proces translacji.

Rozprawa doktorska jako calo$¢ prezentuje sie bardzo dobrze: jej konstrukcja jest przemy-
§lana i spéjna. Trudno tez znalez¢ w niej uchybienia edytorskie. Z obowiazku recenzenta wy-
mienie trzy, ktére udalo mi sie dostrzec.

e Piszac o metodach gruboziarnistych, na stronie 22 autor zaznacza, ze ,..which not only sa-
ves computational time and resources but also often produces results that agree well with all-atom
MD simulations and experimental data”; w moim odczuciu jest to niezbyt udane sformu-
fowanie; sugeruje bowiem, ze w wielu innych przypadkach metody gruboziarniste daja
btedne wyniki.

¢ Na stronie 29 we wzorze (9) autor wykorzystuje [A] do oznaczenia stezenia wolnego ko-
faktora; wydaje mi sie jednak, ze [A] oznacza stezenie wolnego ligandu (w tym przypadku:
przeciwciata).

* W tabeli nr 3 publikagji trzeciej (na stronie 7039) jeden z wierszy jest przesuniety wzgledem
pozostatych.

Uwagi te maja jedynie charakter edytorski i w zadnym stopniu nie umniejszaja warto$ci
merytorycznej wynikéw uzyskanych przez Doktoranta. W mojej ocenie rozprawa spetnia z na-
wiazka wymagania stawiane przez Ustawe z dnia 20 lipca 2020 roku o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst jednolity: Dz. U. z 2023 poz
742 z p6ézn. zm.), jak réwniez zwyczajowe standardy stawiane rozprawom doktorskim w dzie-
dzinie nauk przyrodniczych i Scistych. Ponadto, analiza zawarta w pracy dowodzi wiedzy prak-
tycznej Doktoranta, a takze umiejetno$ci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Dlatego
tez wnosze o przyjecie rozprawy doktorskiej, dopuszczenie jej do publicznej obrony i konty-
nuowanie czynno$ci w ramach procedury nadania stopnia doktora panu magistrowi Hungowi
Van Nguyenowi. Biorac pod uwage wysoka jako§¢ wynikéw oraz ogromny wkiad Doktoranta
w ich uzyskanie wnosze o wyr6znienie rozprawy. Szczegétowe uzasadnienie wniosku o wy-
réznienie stanowi zatacznik do niniejszej recenz;ji.

dr hab. Dominik Gront, prof. UW
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Uzasadnienie wniosku o wyréznienie rozprawy doktorskiej zatytutowanej:

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

ztozonej przez pana magistra Hunga Van Nguyena.

Wnosze do Rady Naukowej Instytutu Fizyki Polskiej Akademii Nauk o wyréznienie roz-
prawy doktorskiej pana magistra Hunga Van Nguyena z uwagi na jej bardzo wysoki poziom
merytoryczny. Doktorant wyréznia sie na swoim etapie kariery naukowej, bedac wspétautorem
siedemnastu artykutéw naukowych, opublikowanych w prestizowych czasopismach. W swo-
jej pracy pan Nguyen wyjasnit na poziomie atomowym zjawiska zwiazane z oddzialywaniem
biatek wirusa SARS-CoV-2 z przeciwciatami oraz jednostka 40S rybosomu ludzkiego. Rozprawa
ta wyréznia sie pod wzgledem edytorskim oraz klarownosci jej przekazu. Dodatkowo, Dokto-
rant w swojej pracy wykazat sie opanowaniem szerokiego wachlarza zaawansowanych metod
obliczeniowych.

dr hab. Dominik Gront, prof. UW
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