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Recenzja
materiatow habilitacyjnych dr Wiestawa Swietnickiego pt.
,Modelowanie bialek i ich kompleksow z ligandami oraz zastosowanie wynikéw do opracowania
terapeutykow i szczepionek”
w jezyku angielskim
”Modeling of proteins and their complexes with ligands and using the results to develop
therapeutics and vaccines ”
oraz osiggni¢cia naukowego bedacego podstawg ubiegania si¢ o nadanie stopnia doktora
habilitowanego, zatytulowanego
Opracowanie drobnoczasteczkowych inhibitorow systemow sekrecji typu III z Yersinii pestis i
enteropatogennej E. Coli

jak rowniez aktywnos$ci naukowej Habilitanta i catosci jego dorobku naukowego.

W ciggu ostatniej dekady w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, w szczegolnosSci w
dyscyplinie nauk biologicznych, obserwuje si¢ bardzo intensywny rozwoéj prac taczacych badania
eksperymentalne wspomagane metodami molekularnego modelowania i1 bioinformatyki. Taka
strategia pozwala na efektywng analiz¢ zlozonych biomolekularnych obiektow oraz procesoOw w
ktorych one uczestnicza, jak réwniez na pelniejszg mozliwos¢ ich eksperymentalnej weryfikacji.
Gtowne obszary zainteresowan Habilitanta to:

* gsystemy sekrecji patogenow i ich mechanizmy transportu biatek,
* analiza systemow biologicznych i jej zastosowanie w projektowaniu lekow i szczepionek,
* zastosowanie przesiewowych metod obliczeniowych w ramach strategii gene-fo-drug design.

Badania tego typu znajduja praktyczne zastosowania w biotechnologii i biomedycynie.

Ocena osiggniecia naukowego habilitanta
Podstawa oceny osiaggniecia naukowego dr Swietnickiego sa materiaty habilitacyjne zawierajace m.in.
autoreferat oraz jedenascie wspotautorskich publikacji w wigkszosci ktorych jest on wiodgcym
wspotautorem.
Publikacje sa nastepujace (procentowa ocena wktadu Autora oraz liczba cytowan w nawiasach):

1. Bzdzion L, Krezel H, Wrzeszcz K, Grzegorek I, Nowinska K, Chodaczek G, Swietnicki W.
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Sumaryczny IF w/w prac wynosi 42.43 a sumaryczna liczba cytowan 1043. Najwickszy wktad daje
Nature Structural Biology (pozycja [10]). Prace ktore daja najistotniejszy merytoryczny wktad do
zdefiniowanego przez Habilitanta osiggni¢cia naukowego to prace [1-6]. Prace mozna w przyblizeniu

podzieli¢ na dwie grupy tematyczne:

Grupa 1. Zastosowanie realizowanych badan do opracowania terapeutykow i szczepionek przeciwko
patogenowi Yersinia pestis oraz enteropatogennej Escherichia coli. W szczegdlnosci uzyskane zostaty
nastepujace wyniki - zwroce przy tym uwage m.in. na rolg metod molekulanego modelowania:

1. ATPaza YscN systemu wydzielania typu III w patogenie Yersinia pestis jest niezbedna dla
jego wirulencji, moze by¢ =zatem rowniez celem specyficznych terapeutykow
antybakteryjnych i jako alternatywa dla antybiotykéw. Ponadto szczepionka przeciwko Y.
pestis moze by¢ skonstruowana w oparciu o metody inzynierii genetycznej poprzez usuniecie
genu kodujgcego niezbedng ATPaze YscN. Strategia moze by¢ zastosowana do opracowania
innych szczepionek dla ludzkich patogenow.

2. Zaproponowane zostaly niskoczgsteczkowe inhibitory dla ATPaz z wykorzystaniem metod

molekularnego modelowania. Przeszukano bazg zwiazkow chemicznych ZINC, ktéra zawiera
okoto 5 milionéw dostepnych na rynku leko-podobnych zwigzkow chemicznych. Dokowanie
biblioteki niskoczasteczkowych zwigzkéw do biatka YscN osiggni¢to za pomocg procedury
przesiewowego potoku DOVIS, ktory to procedura dokowania zaimplementowana jest w
znanym pakiecie AutoDock 4.0. Biatko bylo sztywne (co jest pewnym ograniczeniem), ale
molekuty o niskiej masie czasteczkowej posiadaly zdolno$¢ dopasowywania si¢ do centrum
wigzacego przy zmianie ich torsyjnych katow.
Przetestowane eksperymentalnie najlepsze inhibitory zdawaly wartosci IC50 ponizej 20 mM
w teScie ATPazy in vitro - stwierdzono przy tym, ze hamujg homologiczne biatko BsaS z
Burkholderia mallei T3SS w podobnych stezeniach. Ponadto zwigzki catkowicie hamowaty
wydzielanie YopE przez atenuowang Y. pestis w hodowli komorek bakteryjnych i komorek
ssakow w stezeniach mM. Prawdopodobnie t¢ samg strategic mozna zastosowaé do wielu
innych powszechnych ludzkich patogenéw wykorzystujacych uktad wydzielniczy typu I, w
tym enteropatogennych Salmonella typhimurium, E. Coli, Shigella flexneri jak 1 Burkholderia
mallei/pseudomallei.

3. Enteropatogenna E. coli (EPEC) jest ludzkim patogenem wykorzystujacym uklad sekrecyjny
typu III do dostarczania biatek bezposrednio do organizmu cztowieka. System zawiera ATP-
az¢ EscN, ktora jest niezbgdna do odlaczenia biatek od ich kompleksow z biatkami
opiekunczymi. Struktur¢ ATPazy EscN (kod PDB: 2o0bm) wykorzystano do obliczen
przesiewowych wzgledem drobnoczasteczkowych inhibitorow blokujacych jej miejsce
aktywne. Po analizie QSAR stwierdzono, ze dwie pochodne sg kompetycyjnymi inhibitorami

EscN zdolnymi do blokowania aktywnosci ATPazy z Ki ponizej 50 u M. Jeden kandydat,



WENO05-03, z Ki=16£2 u M, byl minimalnie toksyczny dla komoérek ssakow. W modelu
infekcji komorkowej komorek HelLa z EPEC, zwiazek WENO05-03 calkowicie zablokowat
tworzenie klastrow aktyn przy stezeniu 100 1 M, gdy analizowano je za pomocg mikroskopii
konfokalnej. Drugim najlepszym inhibitorem aktywnosci ATPazy EscN byl WEN04-34 z
Ki=46+2 uM. Jednak zwigzek byl wysoce toksyczny dla linii komoérkowej BALB/3T3.
Podsumowujac, prace identyfikuja zwiazek blokujacy bakteryjng ATPaze w jej aktywnym
miejscu bez powodowania toksycznosci w stosunku do komorek gospodarza. To pierwsze
takie badania pokazujace wykonalno$¢ wykorzystania ATPazy systemu wirulencji bakterii
jako celu dla stosunkowo nietoksycznych zwigzkow - oferujace mozliwosé alternatywnych

nieantybiotykowych strategii.

Grupa 2. Prace te skoncentrowane sg na badaniach bialek prionowych. W szczegdlnosci pokazano ze
struktura biatka prionowego moze by¢ konformacyjnie zmienna — co pozwala na klasteryzacje
konformeréw do kilku aktywnych biologicznie struktur. Przemiany konformacyjne mogg by¢
indukowane m.in. za pomocg zmiany pH $rodowiska, natomiast mutacje zwigzane z chorobami
prionowymi mogg by¢ m.in. powigzane z zaburzeniami réwnowagi monomer-dimer biatek

prionowych.

Aczkolwiek uwazam prace Habilitanta zajmujace si¢ tg tematykg za bardzo warto$ciowe, to brak mi
troche w nich bardziej abstrakcyjnego spojrzenia na mechanizmy przemian konformacyjnych struktur
biatkowych, ktore ostatecznie definiujg ich funkcje — fizjologiczne lub patogenne.

Generalnie struktura bialek zalezy naturalnie od sekwencji, ale rowniez zalezy od lokalnego
molekularnego otoczenia — przez to ostatnie rozumiem zaréwno specyficzne oddziatywania, np. z
innymi bialkami, jak réwniez mniej specyficznymi, takimi jak np. pH. Co wigcej z punktu widzenia
pojedynczej molekuly biatka inne molekuly tego samego biatka mogg stanowi¢ dla niego lokalne
otoczenie molekularne. W ten sposéb mozna rozszerzy¢ strukturalny model biatek prionowych na
proces autokatalicznego procesu przeksztatcania si¢ formy fizjologicznej do formy patogennej. Jezeli
przyjmie si¢ taki rozszerzony model, to ostateczna forma bialek wynika z przejécia do minimum
energii swobodnej — moze nim by¢ minimum globalne lub dlugozyciowy stan metastabilny. Jest to
mechanizm dobrze opisywany w ramach ugruntowanych praw fizyki i chemii.

Taki model pozwala opisac i zrozumie¢ zarowno mechanizmy przechodzenia form bialek prionowych
pomiedzy stanami fizjologicznymi i1 patogennymi, jak i np. przemiany konformacyjne DNA
pomiedzy formami A, B i Z.

Generalnie pomimo wyzej wymienionych niewielkich uwag krytycznych, prace grupy 2
charakteryzujg si¢ wysokim poziomem naukowym i s3 szeroko cytowane. Zastosowane metod
molekularnego modelowania i teoretycznej chemii obliczeniowej sg ugruntowane i dobrze znane z

punktu widzenia potencjalnych zastosowan. Cel naukowy prac dr Swigtnickiego poprzez potaczenie



prac eksperymentalnych i obliczeniowych wykracza poza tradycyjne konwencjonalne podejscia,

koncentrujace si¢ na jednym typie badan, i jest efektywny.

Jezeli chodzi o zastosowania to opracowane metody, prezentowane m.in. w pracy [1],
skoncentrowane byly na opracowaniu drobnoczasteczkowych zwigzkéw blokujacych wirulencje
enteropatogennej E. coli. (projekt finansowany przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju).
Doprowadzity one do jednego patentu oraz jednego wniosku patentowego w Polskim Urzedzie
Patentowym, ktorych wspotautorem jest Habilitant:

1. PAT.226024: New application of N-[2-[4-(4-methoxyphenyl)-1,3-thiazol-2-yl]ethyl]-2-oxo0-1,5,6,7-
tetrahydrocyclopenta[b] pyridyno-3-carboxyamide,

2. Wniiosek # P.409676: New application of 2-(phenylsulfanyl)-acetamide derivatives.

Badania byly prowadzone od etapu obliczeniowego wyszukiwania zwigzkow wigzacych si¢ do
miejsca aktywnego ATPazy EscN, testowania ich w blokadzie hydrolizy przez rekombinowane biatko

oraz blokadzie sekrecji efektorow i infekcji komorek ludzkich.

Dr Swietnicki jest pierwszym i/lub korespondencyjnym autorem wiekszosci prac (za wyjatkiem prac
[9] i [10]). By¢ moze w niektorych pracach jego wktad oceniany na 75 % jest nieco zawyzony (np.
prace [3, 5, 8, 11]) ale nawet gdyby byt on 10-20 % nizszy, to jednak wystarcza to na uznanie jego
dominujacego wkladu w stworzenie naukowego osiagnigcia bedacego przedmiotem postepowania

habilitacyjnego.

W zwiagzku z powyzszym pozytywnie oceniam osiggni¢cie naukowe Habilitanta.

Ocena aktywnoS$ci naukowej i calo$ci dorobku naukowego habilitanta

Oprocz prac stanowiacych podstawe rozprawy habilitacyjnej dr Wiestaw Swietnicki jest
wspotautorem 3 publikacji opublikowanych przed uzyskaniem stopnia doktora w roku 1995 i 10
publikacji opublikowanych po doktoracie w dobrych i bardzo dobrych czasopismach naukowych.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze prace badawcze byly prezentowane przez dr Swigtnickiego w
postaci 5-ciu plenarnych lub zaproszonych wyktadow na migdzynarodowych konferencjach.
Calkowita liczba cytowaé bez autocytowan dr Wiestawa Swietnickiego wynosi 2155, Indeks Hirscha,

wg. Web of Science wynosi 19, a catkowita liczba punktow MNiSW 1490.

Dr Swietnicki od 2012 roku pracuje w Instytucie Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN
we Wroclawiu, a wczesniej od roku 1996 pracowal kolejno w: Case Western Reserve University

(Cleveland, OH, USA), w U.S. Army Medical Research Institute of Infectious Diseases (Ft. Detrick,



MD, USA), w R&D Command-Edgewood Chemical Biol. Center (Aberdeen Proving Ground, MD,
USA), w Uniformed Services University (Bethesda, MD, USA) jak réwniez we Wroctawskim
Centrum Badawczym EIT+ (Wroctaw, Polska). Zdobyt wigc bardzo duze doswiadczenie w realizacji

roznorodnych projektow badawczych, w tym réwniez jako kierownik kilku projektow.

Dr Swietnicki otrzymuje rowniez do recenzji prace z dobrych i bardzo dobrych miedzynarodowych

naukowych czasopism. Poza tym, cho¢ w sposéb umiarkowany, angazuje si¢ w popularyzacj¢ nauki.
W zwigzku z tym wysoko oceniam aktywno$¢ naukowa i cato§¢ dorobku naukowego Habilitanta.

Konkludujac uwazam, ze przedstawione osiagniecie naukowe dr Wiestawa Swietnickiego
zatytulowane “Opracowanie drobnoczgsteczkowych inhibitorow systemow sekrecji typu Il z Yersinii
pestis 1 enteropatogennej E. Coli” przedstawione w materiatach habilitacyjnych, jak i caly jego
dorobek naukowy oraz wysoka aktywno$¢ naukowa w pelni spetniaja wymagania ustawowe (Roz.
MNiSW z dnia 1.09.2011, Dz. U. Nr 196, poz. 1165) i zwyczajowe stawiane kandydatom do
uzyskania stopnia doktora habilitowanego — w tym przypadku w dziedzinie nauk S$cistych i

przyrodniczych, w dyscyplinie nauk biologicznych.
Wnosze o dopuszczenie dr Wiestawa Swigtnickiego do dalszych etapoéw przewodu habilitacyjnego.

Bt

Prof. dr hab. Bogdan Lesyng



