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,»,Oddzialywania pochodnych fulerenéw i jonéw Cu*? z peptydami amyloidu beta i ich wiékienkami”

Kazdy z nas chce zy¢ jak najdtuzej. Ponadto kazdy marzy o tym, aby diugo zy¢ w zdrowiu. Niestety, z obserwacji
empirycznych wynika, ze im czlowiek jest starszy, tym wigksze jest prawdopodobienstwo wystapienia problemow
zdrowotnych. Wiek jest prawdopodobnie parametrem o najsilniejszej korelacji z poczatkiem choroby Alzheimera
(ang. Alzheimer's disease, w skrocie AD). Choroba Alzheimera jest dolegliwoscig wystepujaca w wielu krajach, w
ktorych liczba 0s6b starszych szybko rosnie - dotyka ona milionéw ludzi na catym swiecie. Obecnie nie ma zgody co
do etiologii AD, ani skutecznego leku na t¢ chorobg. Wysitlek badawczy w tej dziedzinie jest ogromny,
zainteresowanie jest bardzo duze, a wszystkie prace naukowe sa szeroko cytowane. Pan Pham Dinh Quoc Huy

przygotowal swoja prace doktorska na temat, ktéry jest bardzo .goracy” i wazny pod wieloma wzgledami. Pracujac
pod kierunkiem prof. Mai Suan Li z Zakladu Fizyki Teoretycznej Instytutu Fizyki PAN w Warszawie, wykorzystat
On dobrze rozwinigta metodologi¢ obliczeniowa do badania uktadow amyloidu beta (dalej w skrécie AB). Glowne

pytanie brzmiato: Czego mozemy dowiedzie¢ si¢ dzigki modelowaniu oddziatywan AP z zewngtrznym ligandami :
pochodnymi fulerenéw lub jonami Cu™? Odpowiedz jest prosta: Catkiem sporo!

Wyboru zwiazkéw chemicznych dokonano na podstawie ich potencjalnego udziatu w leczeniu lub tworzeniu ztogow
AP. Peptydami tymi byly monomery AB40 lub Ap42, wielokrotnie badane i dos¢ dobrze poznane. Jednak po raz
pierwszy zbadano w ten sposob fulereny o coraz wigkszych rozmiarach oraz fulerenol. Recenzowana praca
charakteryzuje si¢ wysokim stopniem nowatorstwa, a podstawa tego stwierdzenia jest fakt, ze wyniki zostaty
opublikowane w waznych miedzynarodowych czasopismach naukowych z wysokim IF.

Praca sklada si¢ z czterech artykutow, ktérych wspdtautorem jest Pham Dinh Quoc Huy [1-4] i podzielona jest na
rozdzialy. Rozdziat 1 (2 strony) jest zwigzlg i logiczng prezentacjg catego projektu doktorskiego. Rozdziatl 2 (7 stron)
jest dobrym i imponujacym przegladem literatury na temat AD, kaskady amyloidowej oraz roli jondw miedzi w AD.
W rozdziale 3 przedstawiono krotka (5 stron) prezentacje metod obliczeniowych i eksperymentalnych (AFM,
fluorescencja). Zaréwno rozdziat 4 (29 stron) jak i rozdziat 5 (42 strony) sktada si¢ z dwoch artykuldéw, odpowiednio
na temat fulerendw i peptydéw A ([1],[2]) oraz jonéw miedzi i peptydow AP ([3], [4]). W rozdziale 6 zebrano
wnioski i plany badawcze na przyszio$¢. Bibliografia zawiera 228 starannie dobranych i zredagowanych pozycji
(drobne literdwki w pozycjach 7 i 145).
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Przedstawione w pracy artykuly [1-4] uzyskaly do tej pory ponad 100 cytowan (lacznie), a wiec zainteresowanie
Srodowiska naukowego tymi wynikami jest duze. Formalne oswiadczenia o indywidualnym wkladzie kazdego ze
wspolautorow w kazda z prac zostaly przedstawione, a dane te wskazujg, Ze rola Pana Pham Dinh Quoc Huy jest w
kazdym przypadku dominujgca lub bardzo znaczaca. Nie mam watpliwosci, Ze bez jego wktadu prace te nie
zostatyby opublikowane.

Cele pracy, przedstawione w rozdziale 1, byly nastepujace:
a) Obliczeniowa ocena wpltywu matych zwigzkéw (fulerenéw, fulerenolu C60(OH) ) na strukture i dynamike
formowania Ap.
b) Obliczeniowe badania oddziatywan jonéw miedzi z peptydami AP, w szczeg6lnosci z dimerami Ap.

Moim zdaniem wszystkie cele zostaly w pelni osiagniete.

Ponizej krétko podsumuje rozdziaty i przedstawie szczegétowe oceny.

W Rozdziale 2 Autor przedstawia chorobe Alzheimera i problemy z ustaleniem etiologii tej choroby. Wydaje sie, ze
obcenie najbardziej akceptowana jest hipoteza kaskady amyloidowej. Wiokienka (fibryle) AP, zbudowane z
peptydoéw A, tworzg ztogi , ktdre z kolei przyczyniajg sie do uszkodzenia neuronéw. Jednak ostatnio wiecej uwagi
poswigca si¢ mniejszym oligopeptydom obecnym w szczelinach synaptycznych, ktore rowniez mogg przyczyniaé
si¢ do neurotoksycznosci. Dlatego szczegdlnie wazne sa badania najczesciej wystepujacych peptydéw AB1-40 i
AB1-42. Niektore artykuly, w tym dane przedstawione przez grupe prof. Wojciecha Bala (IBB PAN), pokazuja, ze
jeszcze jeden odcigty peptyd, a mianowicie AP4-x, moze mie¢ kluczowe znaczenie dla neuroprzekaznictwa i byé
moze dla AD. (https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.inorgchem.9b01399). Warto bytoby dowiedzie¢ sie, by¢ moze
podczas obrony tej pracy doktorskiej, dlaczego te blisko spokrewnione uktady nie byly badane w ramach tego
projektu. Rozdzial jest bardzo tresciwy, zebrano w nim najwazniejsze fakty dotyczace inhibitoréw i ,,z werwg”
oméwiono role Cu®*w CA. Rozdzial ten wykazuje bardzo dobra znajomos¢ przez Doktoranta literatury istotnej dla

badanego problemu.

Rozdzial 3 stanowi bardzo skrétows prezentacje metod zastosowanych w badaniach. To, jak obszerna powinna by¢
taka prezentacja, jest kwestig preferencji. Poniewaz wszystkie metody byly standardowe, prezentacj¢ uwazam za
wystarczajaca. Rozdzial ulatwia zapoznanie si¢ z oryginalnymi publikacjami. Zauwazytem problemy w notacji w
ostatnim wierszu na stronie 12 (xim xjn). Réwniez symbol P uzyty na stronie 13 ma dwa rézne znaczenia (3-7) i
(3-10), co pozostawiono bez zadnego wyjasnienia. Na Rysunku 3-3 w opisie idei AFM uzyto terminu ,,laser odbity”.
Nalezato uzy¢ zwrotu ,,odbita wiazka laserowa”.

Rozdzial 4 (,,Oddziatywanie fulerenu i jego pochodnych na witokienka AP i agregacje AP”) ma bardzo tadna i
pouczajaca przedmowg. Podoba mi sie dobry schemat na Rys. 4-1 oraz Rys. 4-2 pokazujacy gtowny wynik
symulacji. W artykule [1] autorzy badali dokowanie C20, C36, C60, C70 i C84 do wiokien AP9-40i AB17-42 oraz
wykonywali symulacje MD. O ile mi wiadomo, jest to pierwsze badanie tego problemu metodga MD. Zgodnie z




danymi doswiadczalnymi stwierdzono, ze fulereny do$¢ silnie oddziatujg z modelami Ap. Im wigkszy jest fuleren,
tym wigksza jest energia swobodna wiazania (oszacowana metodg MM-PBSA). W ukfadach tych oddzialywania
niezwigzane VdW dominuja nad oddzialywaniami elektrostatycznymi. Przedstawiono szczegélowe opisy
preferowanych miejsc dokowania fulerendw CXY. Interesujacg obserwacjg jest przewidywany wptyw C60 na mostek
solny D23-K28 oraz modulacja czasu agregacji i mozliwe rozpadanie si¢ pentameréw AB17-42. W kolejnym
artykule [2] przedstawiono funkcjonalizowany fulerenol C60(OH);s (FOL), tj. zwigzek rozpuszczalny.
Eksperymenty przedstawione w tej pracy oraz symulacje MD wskazujg, ze FOL ma pewien potencjat do niszczenia
wiokien AP poniewaz, zgodnie z obliczeniami, FOL silnie wiaze si¢ z modelami APB40. Autorzy przedstawiajg
szczegotowa analize typéw oddziatywan wystepujgcych w tym wigzaniu. Problem nie jest tatwy do poprawnego
rozwigzania, gdyz obliczone energie wigzania wahajg si¢ od -10 do -37 kcal/mol w zalezno$ci od uzytego w
modelowaniu izomeru. Tak wiec szczegbélowe dane dotyczace oddziatywan nie dajg zbyt szerokiej wiedzy, chyba ze
dobrze wiemy, jaki konkretnie izomer przestrzenny AB40 dominuje in vivo. Obawiam sig¢, Ze na to pytanie nie ma
odpowiedzi, poniewaz monomeryczny AB40 nalezy do IDP. W tej pracy podobaja mi si¢ silne interakcje pomigdzy
zespotami dos§wiadczalnymi i teoretycznymi, dlatego praca ta dowodzi, ze modelowanie moze w znacznym stopniu
przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia obrazéw AFM i eksperymentdw fluorescencyjnych.

Rozdziat §, sktadajacy si¢ z artykuléw [3,4], jest moim zdaniem najbardziej wartosciowg czg¢scig tej rozprawy. Rola
jonéw Cu*" i Cu” w mdzgu nie jest jeszcze poznana. Istniejg liczne kontrowersje dotyczace obserwacji, czy wyzsze
stezenie Cu”* w AD jest przyczyna choroby czy efektem ubocznym stanéw patologicznych. Obecno$é Cu™* moze w
rdzny sposob wplywaé na strukture monomeréw, dimeréw i wyzszych agregatow. Efekty dotyczace agregacji moga
zaleze¢ od stezenia Cu®'. Istnieja tylko ograniczone zestawy parametréow pola sitowego odpowiednie do
modelowania komplekséw Cu’*-Ap. Dlatego postep teoretyczny w tej dziedzinie jest bardzo pozadany. W pracy [3]
autorzy opracowali wlasng wersje pola sitowego Amber 99SB, dedykowang do takich symulacji (praca Quan Van
Voung, nie widzialem informacji o stanach spinowych w obliczeniach QCh opartych na UB3LYP...) i ta technika
zostata wykorzystana do modelowania oddziatywari Cu** z monomerami i dimerami Ap42. Autorzy zatozyli, ze Cu®*
jest catkowicie kowalencyjnie zwiazany z peptydem, natomiast niektére dane doswiadczalne wskazuja, ze wigzanie
to moze by¢ stabe, a nawet to, ze sktonno$é albuminy w stosunku do Cu”* jest wyzsza niz w sktonno$é Ap. Niemniej
jednak dane strukturalne uzyskane przez Pham i in. sg unikatowe i pomagajg usystematyzowa¢ wszystkie dziatania
jondéw miedzi na strukture Ap. W szczego6lnosci, zreorganizowana sie¢ mostkéw solnych i wigzafn wodorowych
wskazuje, ze obecno$¢ Cu®" sprzyja amorficznej agregacji monomeréw. Przy stechiometrii 1:1 jony metali
spowalniajg samoorganizacj¢ protowtokien.

W nowszej pracy [4] przedstawiono kolejne wyniki modelowania agregatow Cu-AP. Chcac ograniczy¢ problemy z
ergodycznoscia, autorzy zastosowali metode dynamiki molekularnej z wymiang replik (replica Exchange MD). Jest
to uzasadnione podejscie, ktére pozwala na lepsze probkowanie konformacyjne modeli CuAp. Skionno$¢ do
tworzenia wldkien badano analizujac promien bezwladnos$ci (ksztalty), populacje wigzan wodorowych, obliczenia
SASA oraz interesujagce mapy energii swobodnej. Giéwnym rezultatem jest odkrycie na drodze obliczen
polimorficznych form agregacji AP w obecnosci Cu”™ - agregaty te sa rozne dla AB40 i AB42. Duzy wplyw na
zawartos¢ struktury beta w amyloidach maja réwniez jony. Obie prace sg wigc bogate w liczne szczegélowe dane
strukturalne oraz dostarczajg podstaw do poréwnania z innymi pracami teoretycznymi lub eksperymentalnymi
dotyczacymi roli Cu®" w uktadach neuronalnych i chorobie Alzheimera.




Podsumowujgc - prace przedstawione w rozprawie nie stanowig jednego ,,przelomu” w biofizyce obliczeniowej.
Natomiast stanowig one rzetelny zbiér danych, ktére trudno zebraé w sposéb alternatywny wobec symulacji.
Zastosowana metodologia jest zgodna z najnowszym stanem wiedzy. Interpretacje sg oparte na danych i dobrze
poréwnane z wynikami innych badan. Statystyka jest oczywiscie ograniczona, ale takie obliczenia, dla duzych
agregatow i w skrzyniach wodnych, sg dos¢ pracochionne i kosztowne. Cze$¢ poswigcona analizie danych zostata
wykonana w bardzo dobry sposob. Prezentacja jest doskonata, uzycie jezyka angielskiego (gtdwnie sato przeciez
prace po recenzjach ) jest bardzo dobre. Prace te oceniam bardzo wysoko. Warto podkresli¢, ze dorobek

publikacyjny Doktoranta jest imponujacy: 4+12 regularnych prac badawczych opublikowanych w wysoko
notowanych czasopismach migdzynarodowych (2013-2020) z blisko 200 cytowaniami i h=8 (prawie na poziomie
habilitacji).

WNIOSEK

Pan Pham Dinh Quoc Huy przedstawit bardzo dobrze zorganizowang i bogata w liczne i wazne wyniki rozprawe
doktorska. Wykonat On ogromng prace obliczeniowsg, ktora przyczynita si¢ do lepszego zrozumienia uktadow biatek
amyloidowych. Autor rozwigzat trudne problemy i wykazal si¢ umiejgtnosciami niezbgdnymi do prowadzenia
efektywnej i owocnej pracy naukowej. Praca ma charakter interdyscyplinamny, ale moze by¢ przypisana do nauk
fizycznych i biofizyki obliczeniowej. W mojej ocenie praca spelnia wszystkie warunki wymagane przez polskie

prawo oraz wymagania jednostek naukowyeh i dlatego rekomenduje mgr Pham Dinh Quoc Huy do nadania
mu stopnia naukowego doktora (dr) w dyscyplinie nauk fizyeznych. Osobno przedstawiam wniosek o

wyrdznienie rozprawy.
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Wieslaw Nowak, prof. zw.
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Zalacznik do recenzji prof. W. Nowaka

Szanowny Pan
Prof. dr hab. Jacek Kossut
Przewodniczacy Rady Naukowej IF PAN w Warszawie

Szanowny Panie Profesorze,

Po zapoznaniu sie z rozprawa doktorska i mojg wysokg jej ocena zawartg w mojej recenzji
wnosze o wyréznienie tego dzieta zgodnie z panujgcymi w Instytucie Fizyki PAN zwyczajami.

Uzasadnienie

W ramach przygotowywanej rozprawy pan mgr Pham Dinh Quoc Huy opublikowat 4 prace w
solidnych specjalistycznych czasopismach migdzynarodowych (IF ok. 3-4.5, 100-140 pkt.
MNiSzW), z szacowanym wktadami 80%, 30%, 40%, 50%. Poziom prac jest bardzo dobry,
chociaz byly opublikowane niedawno, to majg do 40 cytowan. Wyrézniajacy wkiad polega na
tym, ze we wszystkich pracach doktorant jest pierwszym autorem (w CPPC wraz z Z.
Bednarikowa), zas$ w pracy dwuautorskiej w Phys Chem Chem Phys 16 (2014) 20030-20040
Jego wkiad jest dominujgcy (80%). Badania pana Pham Dinh Quoc Huy wnoszg liczne nowe
informacje na temat struktury i dynamiki niezwykle waznych biologicznie uktadéw tj. beta-
amyloidéw.

Z powazaniem
o Moera

Wiestaw Nowak



