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“Neurotoxic ligands interactions with insects membrane proteins”

1. Charakterystyka rozprawy

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska Beaty Niklas powstala w Instytucie Fizyki
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika, pod kierunkiem prof. dr hab. Wiestawa Nowaka. Drugim
promotorem rozprawy byt prof. Bruno Lapied. Rozprawa wpisuje si¢ w obszar badan z
dziedziny biofizyki i bioinformatyki, ma charakter teoretyczno-obliczeniowy, wykorzystujacy
metody symulacji dynamiki molekularne;.

Praca doktorska jest oparta na 3 opublikowanych artykutach, z ktérych ostatlﬁ zostat
przythy do druku w trakcie przygotowania niniejszej récenzji. We wszystkich publikacjach
wchbdzqcych do rozprawy Doktorantka jest pierwszym autorem. Dwa artykuly zostaly
opublikowane w czasopi$mie Molecules (MDPI), a jeden w Journal of Biological
Macromolecules (MDPI).  Artykuly opatrzone zostaly krotkim przewodnikiem po ich
zawarto$ci oraz podsumowaniem najwazniejszych wynik6w, napisanymi w jezyku angielskim.
Praca zawiera réwniez streszczenia w jezyku polskim i angielskim, liste skrétéw oraz 90
pozycji bibliograficznych, odnoszacych si¢ do przewodnika. Dotaczone sg tez oswiadczenia

wspolautoréw publikacji o ich wktadzie w przeprowadzone badania.

2. Problem badawczy i jego znaczenie

Autorka zajcla si¢ problematyka dziatania insektycydow i repelentéw, analizujgc mechanizmy
ich oddziatywania z owadzimi receptorami i proponujgc tez wlasne oryginalne rozwigzanie,
czgsciowo oparte na znanych juz molekutach o wlasnosciach fotoaktywnych. Tematyka badan
jest bardzo aktualna i istotna, zaréwno poznawczo, jak 1 aplikacyinie. Wiele gatunkow owadow
stanowl zagrozenie dla przemystowych upraw roélin, inne moga przyczyniaé si¢ do
roznoszenia chordéb wérdd ludzi. Stosowane $rodki owadobdjcze i repelenty nie zawsze sa

skuteczne, nicktore z nich mogg tez negatywnie oddziatywac na organizm cztowieka. W wielu




-

przypadkach nie sg znane szczegdtowe mechanizmy ich oddzialywania z docelowymi
receptoramii, co m.in, utrudnia opracowanie ich ulepszonych wersji. Bardzo istotne i grozne w
skutkach moze by¢ tez podobiefistwo wiclu receptor6w owadzich do ‘ich ludzkich
odpowiednikdw, co moze powodowad, ze srodki te nie s3 selektywne i oddziatuja réwniez na
cziowieka. Wyniki badan takich jak te, ktdre zaprezentowata w swojej rozprawie doktorskiej
" p. Beata Niklas mogg znaczaco rozszerzy¢ nasze rozumienie mechanizméw 1 konsekwencji

interakcji z organizmami zywymi ligandéw stosowanych w walce z owadami.

3. Ocena przedstawionej rozprawy

Na wstepie chciatabym zaznaczyé, Ze nie jestem specjalistka w obszarze metod dynamiki
molekularnej, na ktdrej opiera si¢ czg$¢ obliczeniowa rozprawy. Nie moge wige ocenié
szczegotow technicznych zastosewanej metody, jedynie koncepcje badan i krytyczna analize
uzyskanych wynikow, zakladajac, ze same obliczenia zostaly wykonane prawidlowo, a
wszystkie konieczne zatozenia byly spelnione. Mam przekonanie, ze tak bylo, biorac pod
uwage zespdt, w ktérym pracowata doktorantka i osobg jej Promotora; ktéry jest ekspertem w
metodach dynamiki molekularnej. Moje wnioski dotycza wigc tylko zalozen pracy i
uzyskanych wynikow oraz wyciagnigtych z nich wnioskéw.

Rozprawe otwiera artykul, ktéry analizuje dziélanie neurotoksycznych ligandéw
stosowanych jako $rodki przeciwko owadom, oddziatujacych z receptorami muskarynowymi,-
zaangazowanymi w rozpoznawanie bodZedéw  zapachowych. Doktorantka opisuje
przeprowadzong symulacje molekularna w poszukiwaniu dokladnych miejsc dokowania
liganda, zmian konformacyjnych receptora oraz dokladnego mechanizmu dziatania przeciwko
owadom. Autorka proponuje hipotetyczng Sciezke propagacj.i sygnalu strukturalnego
generowanego i)rzez allosteryczne oddziatywania biatka z ligandem 1 analizuje réznice w
odziatywaniach z receptorem owadzim i receptorem ludzkim. Ponadto, proponuje nowy typ
srodka przeciwko owadom, ktéry mogiby byé przetaczany sygnalem $wietlnym, dzigki
wlgczeniu w jego strukturg czasteczki fotoaktywnej.

Kolejne dwa artykuty skupiaja sig na mozliwodci zmiany funkcjonowania kanatu
sodowego bramkowanego napigciowo za pomocg toksyn naturalnie wystgpujacych w
przyrodzie, takich jak zmiany w charakterystyce inaktywacji kanatlu i prawdopodobnym
blokowaniu wnetrza kanatu. Wyniki modelowania zostalty zweryfikowane za pomocg
eksperymentu elektrofizjologicznego, ktdry potwierdzil hipotetyczny mechanizm i efekty'

badanych interakcji. Zauwazono tez powinowactwo mechanizméw oddziatywania



insektycydow i lokalnych §rodkow przeciwbdlowych, jak réwniez wyjasniono efekt mutacii,
ktéra prowadzi do odpornosci owadéw na badane srodki przeciw owadom.
Wyniki badan przedstawione przez doktorantke i jej wspétautoréw sg interesujace i
wyznaczaja dalsze kierunki rozwoju w dziedzinie repelentéw i insektycydéw. Chcialabym
jednak zadad parg pytan i poprosi¢ o komentarze dotyczace ponizszych kwestii:

- Dlaczego w swoich badaniach Autorka wykorzystywala hdmologiczne modelowanie
struktury receptoréw. Czy model homologiczny, ktéry podczas symulacji z oddziatujacym
ligandem ulegat dalszym imianom konformacyjnym, byl wystarczajacy? Czy autorka
spraw&zﬂa jak bardzo roznityby sie $ciezki zmian strukturalnych, gdyby poczatkowy model

pochodzit z modelowania za pomocg narzgdzia AlphaFold? To pytanie jest dla mnie

szczegblnie istotne z uwagi na modelowane roznice w oddziatywaniu owadziej i ludzkiej

wersji receptora, przy czym modelowanie homologiczne wychodzito wilasnie od Wersji
ludzkiej. '

- Jak bardzo réznig sie struktury obu receptoréw, zaréwno w kontekscie ich sekwencji, jak i
strukturalnie, np. wyrazone za pomoca RMSD lub innej powszechnie stosowanej miary? W
jakim obszarze bialka te réznice sie szczegdlnie uwydatniaja i za co te obszary odpowiadaja
funkcjoﬁalnie? Czy roznice w oddzialywaniu ligandéw z receptbrami byly wynikiem
istotnych, czy raczej subtelnych réznic strukturalnych pomiedzy tymi biatkami? Warto bytoby
we wstepie do pracy przedstawié takie zestawienie.

- Zastanowifo mnie zdanie umieszczone na str. 21 przewodnika, w ktérym Doktorantka
wspomina o wysoko-rozdzielezej strukturze krystalicznej, przy czym rozdzielczosé ta jest na
poziomie 3,5 A. Obecnie oczekuje sic znacznie bardziej doktadnych struktur i sg one juz
powszechnie dostepne. Czy w przypadku bialek modelowanych przez Autorke jest inaczej?

- W odniesieniu do artykutu pierwszego, zabrakto mi bardziej doglebnej analizy potencj alnégo
wykorzystania przelacznika fotoaktywnego.  Warto byloby przedyskutowaé roznice
konformacyjne, ktére wskazywalyby na inne dziatanie receptora owadziego potaczonego z
aktywna 1 hieaktywnq forma liganda, i zysk w dziataniach przeciwko owadom. Jak szybka i
jak rozlegta bylaby reakcja receptora na zmiane stanu przetacznika? Jaki rodzaj sygnatu
$wietlnego nalezatoby doprowadzi¢ do receptora (dlugos¢ fali $wictlnej, moc) i czy byloby to
fatwe technicznie? Czy Autorka ronaZaia taki eksperyment in-vitro, na przyktad we
wspolpracy z zespolem, z ktérym wspdtpracowala przy weryfikacji metodami eksperymentu
elektrofizjologicznego swoich wynikéw modelowania?

- W swoich analizach Autorka uzywa parametru RRCS. Dobrze bytoby go doktadniej opisaé
w przewodniku po pracach i przeprowadzié¢ dyskusje zwigzang z zaletami i wadami jego
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uzycia. W pracy wspomniane s ograniczenia zwigzane z jego ewolucja w czasie, Czy mozna

byloby szerzej skomentowac te problemy?

Moje uwagi, przedstawione powyze] nie umnicjszajg naukowego poziomu pracy jako catosci,

stanowia tylko cz¢s¢ dyskusyjng do zaprezentowanej pracy.

4. Podsumowanie

Stwierdzam, ze mgr Beata Niklas zaprezentowalta pbziom wiedzy, ktéry odpowiada
wymaganiom stawianym rozprawom doktorskim. Przedstawﬂa rozprawe doktorska
rozwiazujaca aktualny problem naukowy, ktora przyczyni si¢ do rozwoju reprezentowanej
dyscypliny naukowej. szprawa zawiera oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, a
kandydatka wykazal, ze zaroOwno posiada ogélng wiedze teoretyczng, jak i umiejetnosé
prowadzenia pracy naukowej. Autorka wykazata sie umigjetnoscia wspottworzenia publikacii
naukowych oraz pozyskiwania grantéw badawczych (w tym przypadkﬁ Preludium).

Biorge pod uwage omc’)v;rione powyzej elementy oceny, stwierdzam, Ze oceniana
rozpraWa doktorska speinia wymagania okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 1. Prawo o
szkolnictwie wyzszym 1 nauce (tekst jednolity: Dz.U. 2022 r. poz. 574 z péZn. zm.) w sprawie
szczegélowego trybu i warunkow przeprowadzenia czynnosci w przewodach doktorskich,
postepowaniu habilitacyjnym oraz w postgpowaniu o nadanie tytuu profesora.

Niniejszym, wnioskuj¢ o dopuszczenie autorki do koIejnych etapéw przewodu

doktorskiego oraz do publicznej obrony przedstawionej rozprawy.

" Matgorzata Kotulska
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