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Przedmiotem badan rozprawy jest analiza molekularnych oddziatywan pomiedzy wybranymi
ligandami neurotoksycznymi a reprezentantami dwoch klas biatek: receptorami
muskarynowymi oraz kanatami sodowymi bramkowanymi napieciem (réznicg potencjatu
elektrostatycznego). Nalezy zwroci¢ uwage, ze te dwie klasy biatek sg rozpowszechnione w
wielu organizmach zywych. Receptory muskarynowe sg receptorami biatkowymi
sprzezonymi z biatkiem G, zaangazowanymi w funkcjonowanie przywspotczulnego uktadu
nerwowego kregowcow, ale wystepujg rowniez u niektérych bezkregowcéw, w tym owadow.
Receptory muskarynowe reagujg np. na acetylocholine - neuroprzekaznik, ktory jest rowniez
zaangazowany w odpornos¢ na srodki owadobdjcze. Jezeli chodzi o receptory muskarynowe
u komaréw i innych owaddéw to sg one m.in. odpowiedzialne za rozpoznawanie bodzcéw
wechowych.

Natomiast kanaty sodowe bramkowane napieciem (Voltage-Gated Sodium Channels, VGSC)
sg niezbedne do generowania i propagacji potencjatébw czynnosciowych w neuronach. Sg
rowniez celem Kkilku klas insektycyddéw, takich jak DDT (dichlorodiphenyiltrichloroethane),
pyretroidy i insektycydy blokujgce kanaty sodowe jak SCBI (Sodium Channel Blocker
Insecticide). Te insektycydy zakidcajg normalne funkcjonowanie VGSC albo stabilizujgc stan
otwarty (DDT i pyretroidy), albo blokujgc pory (SCBI) kanatu. VGSC owaddéw réznig sie od

VGSC ssakéw pod wzgledem struktury, funkcji i wrazliwosci na insektycydy.



Komary i inne owady przenoszg szereg groznych chordob, w tym malarie, denge czy zéttg
febre a coraz wiekszy zasieg ich wystepowania w zwigzku ze zmianami klimatycznymi
stanowi powiekszajgce sie zagrozenie. Niektére owady niszczg rowniez rolnictwo, co stanowi
wyzwanie w zapewnieniu bezpieczenstwa zywnosciowego. Dlatego konieczne jest poznanie
molekularnych mechanizméw dziatania dostepnych neurotoksyn i odpornosci na nie w celu

opracowania nowych metod zwalczania wybranych owadéw.

W swoich badaniach Autorka zastosowata metody biofizyki teoretycznej i obliczeniowej,
metody bioinformatyczne, a we wspoipracy z prof. Bruno Lapied’em z University of Angers i
dr Mileng Jankowskg z Wydziatu Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych UMK wykorzystata
rowniez analize danych elektrofizjologicznych. Wyniki przedstawione sg w trzech artykutach
zawartych w rozprawie doktorskiej, stanowigcych podstawowg czes$¢ rozprawy:

* B. Niklas, B. Lapied and W. Nowak, In Search of Synergistic Insect Repellents:
Modeling of Muscarinic GPCR Interactions with Classical and Bitopic Phoatoactive
Ligands, Molecules, 2022, 27 (10), 3280; IF = 4.93

¢ B. Niklas, M. Jankowska, D. Gordon, L. Beress, M. Stankiewicz and W. Nowak,
Interactions of Sea Anemone Toxins with Insect Sodium Channel_Insights from
Electrophysiology and Molecular Docking Studies, Molecules 2021, 26(5), 1302; IF =
4.93.

* B. Niklas, J. Rydzewski, B. Lapied and W. Nowak, Toward overcoming pyrethroid
resistance in mosquito control: the role of sodium channel blocker insecticides, Int. J.
Mol. Sci. 2023, 24(12), 10334; IF=6.21 (w pracy doktorskiej praca cytowana jest jako
wystana do  druku, ale sprawdzitem Zze jest juz  opublikowana
https://doi.org/10.3390/ijms241210334/)

Z wszystkich oswiadczen wspotautorow wynika, ze mgr Niklas jezeli chodzi o

modelowanie i prace obliczeniowe odgrywata w tych pracach dominujgcg role. Prace

poprzedzone sg dobrym wstepem przegladu aktualnego stanu badah oraz opisem
stosowanych metod do ktérych naleza:

* modelowanie homologiczne sekwencji badanych biatek,

* zastosowanie metod mechaniki i dynamiki molekularnej

* molekularny docking ligandéw oraz

* symulacje profili energii swobodnej z wykorzystaniem metod wzmocnionego

probkowania rzadkich molekularnych zdarzeh.

Przechodzgc do analizy uzyskanych przez Autorke rozprawy wynikow nalezy zwroci¢ uwage,

ze w publikacji #1 wykorzystujgc komputerowe symulacje dokowania i dynamiki molekularnej



w skali setek nanosekund, opisata allosteryczne szlaki propagacji sygnatu strukturalnego w
receptorze muskarynowym. Wigzanie liganda indukuje allosteryczng $ciezke zmian
konformacyjnych. Zbudowane w ramach tych badan modele biatek owadzich, a takze model
btony komorkowej, w ktorej sg one zakotwiczone, umozliwity zbadanie réznic w dziataniu
ligandéw na receptory ludzkie i owadzie, co ma kluczowe znaczenie przy projektowaniu
selektywnych inhibitorow.

W publikacji #2 porownata wigzanie czterech toksyn peptydowych z ukwiatéw do
bramkowanego napieciem kanalu sodowego karalucha Periplaneta americana. Wyniki
modelowania molekularnego sg zgodne z eksperymentami elektrofizjologicznymi. Lepsze
zrozumienie procesu szybkiej inaktywacji i jego hamowania przez neurotoksyny moze
potencjalnie przyczynic¢ sie do opracowania selektywnych insektycydow, a takze np. nowych
lekéw przeciwbdélowych. Ponadto w oparciu o analize sciezek dysocjacji insektycydu DCJW
(N-decarbomethoxyllated JWO062) blokujgcego kanat sodowy, zidentyfikowata jego droge
wejscia do wnetrza kanatu komara.

W publikacji #3 wyjasnita roéwniez role mutacji powodujgcej opornos¢ na te klase
neurotoksyn. Najczesciej stosowane insektycydy tracg skutecznos¢ ze wzgledu na rosngca
odpornosc¢ patogennych owaddéw. Kanaty sodowe VGSC i biatka blonowe odpowiedzialne za
faze depolaryzacji potencjalu czynnosciowego, sg celem wielu neurotoksyn, w tym
pyretroidow i insektycydéw SCBI (Sodium Channel Blocker Insecticide) blokujgcych kanaty
sodowe. Zmniejszona czutos¢ biatka docelowego z powodu mutacji punktowych zagraza
zwalczaniu malarii za pomocag pyretroidow. Chociaz SCBIsy takie jak indoksakarb i
metaflumizon sg stosowane w rolnictwie, okazujg sie by¢ réwniez obiecujgcymi kandydatami
do zwalczania komaréw. Dlatego pilnie potrzebne jest dogtebne zrozumienie molekularnych
mechanizméw dziatania SCBlséw, aby przetamaé opornos$¢ i zatrzymaé przenoszenie
choréb. Wykonujgc ztozone symulacje MD stwierdzita, ze mutacja F1852T (fenyloalanina
1852 treonina) ma kluczowe znaczenie w ograniczaniu dostepu SCBIséw do ich miejsca
wigzania. Wyniki wyjasniajg role tej mutacji wystepujacej u odpornych owadow oraz
zwiekszong toksycznos¢ DCJW w poréwnaniu np. z jego wiekszym zwigzkiem
macierzystym, indoksakarbem. Wskazata réwniez reszty aminokwasowe ktére przyczyniajg
sie zarowno do wigzania zaréwno SCBI, jak i nieestrowego piretroidu etofenproksu, a zatem

mogg by¢ zaangazowane w opornos¢ krzyzowg miejsca docelowego.

Bardzo wysoko oceniam jakos$¢ i waznos¢ uzyskanych przez Autorke rozprawy wynikow.
Niemniej mam kilka krytycznych uwag. W szczegdlnosci w podpisie do rysunku nr 1
publikacji #1 czytamy: ,(c) Structures of classical M1 agonists — acetylcholine, atropine,
BQCA modulator and DEET and IR3535 repellents.” Na obrazku nie ma atropiny jest

natomiast muskaryna. Struktury atropiny i muskaryny sg bardzo rézne. Sadze, ze w podpisie
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powinna pojawi¢ sie muskaryna. Pewien niedosyt budzi tez brak szczegdtowych informaciji
na temat procedur parametryzacji potencjatow odziatywania badanych ligandéw, jak réwniez
jaka metode zastosowano do okres$lenia standw protonacji reszt aminokwasowych badanych
biatek, np. wirtualnego miareczkowania - co moze mie¢ istothe znaczenie dla jakosci
wynikow szczegdlnie dlatego, ze niektére z ligandow wystepujg w postaci kationow.
Zaktadam, ze doswiadczeni promotorzy wiasciwie zadbali o ,quality control” wynikow
symulaciji.

Podsumowujac, zardwno rozprawa jak i dorobek publikacyjny dowodzg, ze mgr Beata
Niklas ma dobrg ogolng wiedze w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, i potrafi
samodzielnie prowadzi¢ badania naukowe w wykorzystaniem metod biofizyki molekularne; i
obliczeniowej. Stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Beaty
Niklas stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego w dyscyplinie nauk fizycznych.
Recenzowane dzieto spetnia ustawowe (ij. ustawa — ustawa z dnia 20 lipca 2018 roku —
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 z pdzniejszymi zmianami))

oraz zwyczajowe wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Wnosze o dopuszczenie mgr

Beaty Niklas do dalszych etapdéw postepowania prowadzgcego do uzyskania stopnia

naukowego doktora w dyscyplinie nauki fizyczne.

Niezaleznie stawiam wniosek o wyrdznienie rozprawy. Wyniki zastaty opublikowane

w bardzo dobrych czasopismach. Na szczegdlng pochwate zastugujg te elementy badan
ktére wyjasniajg role mutacji powodujgcych opornos¢ na badang klase neurotoksyn.
Najczesciej stosowane insektycydy tracg bowiem skutecznos¢ ze wzgledu na rosnacag
odpornosc¢ chorobotwdérczych owadow i wiedza na ten temat jest niezbedna dla prowadzenia
dalszych, racjonalnych badan nad nowg generacjg neurotoksyn, ktére jednoczesnie nie bedg

szkodliwe dla innych organizméw, w tym ssakow i ludzi.
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