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1. Omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/pracach i osiggnigtych wynikow
wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania:

Struktura biatek jest okreslona poprzez sekwencj¢ aminokwasowa. Typowo, struktura
drugorzedowa okreslona jest poprzez oddzialywania bliskiego zasiegu a struktura
trzeciorzgdowa - poprzez oddzialywania dalekiego zasiegu. Przej$cia pomiedzy strukturami
biatek sa spowodowanie czynnikami rozfaldujacymi i typowo sa to chemiczne denaturaty, pH
lub temperatura. Obowigzujaca teoria jest ze struktura biatka jest kodowana na poziomie
sekwencji DNA a maszyneria komorkowa syntezuje te biatka w jednej konformacji. Jednakze,
w chorobach prionowych biatko prionowe zmienia wlasng konformacje z normalnego,
rozpuszczalnego, w zagregowane i nierozpuszczalne. Ze wzgledu na brak podloza wirusowego
w tych chorobach, Prusiner zasugerowal ze bialko prionowe moze samo zmieniaé swoja



konformacje. Zgodnie z tg hipotezg, biatko powinno posiada¢ warunki in vitro ktore spowoduja
taka zmian¢. Analiza biatka byla problematyczna ze wzgledu na agregacje podczas
nadekspresjonowania 1 potwierdzenie hipotezy nie byto mozliwe. W zwiazku z tym,
przeprowadzono analize¢ bioinformatyczng struktury drugorzedowej oraz modelowanie w
oparciu dostepne dane strukturalne dla mysiego biatka. W oparciu o te dane, wybrano
fragmenty z minimalng ilo$cig nieokres$lonej struktury typu random coil do potencjalnego
nadekspresjonowania. W 1997, Swietnicki et al. pokazali Zze normalne biatko prionowe moze
by¢ nadekspresjonowane w miligramowych ilo§ciach przy zastosowaniu procedury
refaldowania na kolumnie.

Procedura wykorzystuje fizyczne przylaczenie biatka potaczonego do tagu zawierajacego
sze$¢ histydyn, ktory ma powinowactwo do matrycy natadowanej jonami Ni* 2. Wigzanie jest
stabilne w zakresie pH 6,8-8,5 i moze wytrzyma¢ czynniki denaturujace, takie jak
chlorowodorek guanidyny i mocznik. Fizycznie przylaczajac biatko do matrycy, biatko moze
by¢ rozfaldowane chemicznie denaturatami bez agregacji. Ponowne faldowanie biatka
przeprowadza si¢ przez powolne, minimum 2 godziny, usuni¢cie $rodka denaturujacego i
zastgpienie go pozadanym roztworem. Usuwanie jest zwykle wykonywane przy uzyciu
konfiguracji gradientu. Biatko wymywa si¢ stezonym (250-500 mM) roztworem imidazolu,
czesto obnizajac pH roztworu wymywajacego do pH = 5,8 w celu wymycia biatek, ktére nie sg
catkowicie poprawnie sfaldowane. W przypadku biatka prionowego ponowne fatdowanie
przeprowadzono w obecnosci srodka redukujacego, 10 mM zredukowanego glutationu, ktory
pozwala na odtworzenie pojedynczego mostka dwusiarczkowego Cysl174-Cys214. Biatko
prionowe zachowywato si¢ jak typowe biatko w warunkach fizjologicznych. Jednakze,
potrafito ono zmieni¢ swoja konformacje z alfa helisowej na strukturg beta pod wptywem 1 M
chlorowodorku guanidyny w pH=4.0 i ponizej. Taka zmiana spowodowata agregacje¢ i formacj¢
formy okreslonej PrP* ktora jest oporna na trawienie proteinaza K. Pod wzgledem diagnostyki
klinicznej, skonwertowane biatko zachowywalo si¢ jak typowy preparat z mozgu oséb
zmartych na choroby prionowe. Analiza biatka za pomoca spektroskopii Ramana po wymianie
wodoru na deuter potwierdzita strukture beta. Ponadto, konwersja byta przyspieszona w
obecno$ci membran fosfolipidowych oraz wymagata obecnosci soli gdyz sama denaturacja w
moczniku i niskim pH nie byta w stanie spowodowaé konwersji do struktury beta.

W celu okres$lenia wptywu mutacji w biatku na strukture, biatko prionowe z mutacja
E200K, normalnie wystepujaca u osob z dziedziczng chorobg prionowa, zostalo
nadekspresjonowane w medium znakowanym izotopowo N*° i C3 dla analizy NMR. Analiza
struktury NMR pokazala Zze mutacje nie wptywaly na zmiang ogdlnej struktury. Analiza
termodynamiczna krzywych denaturacji w moczniku i chlorowodorku guanidyny wykazata
rowniez brak zmian w stabilno$ci mutanta wzgledem dzikiego szczepu. Jednakze, struktura
otrzymana z badan krystalograficznych wykazata ze biatko moze istnie¢ w 2 konformacjach:
jako monomer 1 jako dimer. Powierzchnia kontaktu w dimerze odpowiadata doktadnie
mutacjom obserwowanym w rodzinnej formie chordéb prionowych. Zasugerowano wiec ze
biatko prionowe moze istnie¢ w 2 formach wzajemnie konwertujacych. Jednakze, zaburzenie
tej konwersji poprzez stabilizacj¢ formy dimeru stabilizowanej przez mutacje moze
spowodowac¢ tworzenie potencjalnych zrodel do konwersji reszty biatka. Hipoteza zostala
potwierdzona w dalszych badaniach w grupie Surewicza ale struktura krystalograficzna biatka
zostata glownie potraktowana jako artefakt zwigzany z warunkami krystalizacji.

Badania Zrédta konwersji zostaly rozszerzone na badania immunologiczne za pomoca
przeciwciat do fragmentow biatka prionowego. Fragment N-koncowy (a.a. 23-145), normalnie
brakujacy struktury drugorzedowej, nie powinien mie¢ roli w stabilno$ci biatka i nie powinien
mie¢ trwatego kontaktu z fragmentem C-koncowym (a.a. 90-231). Jednakze, przeciwciata
monoklonalne do pelnego biatka (a.a.23-231) rozpoznawaly epitopy ktore byly w oddalonych
czegsciach biatka. Specyficznie, przeciwciala do epitopu liniowego z fragmentu 23-145



blokowaly wigzanie przeciwcial specyficznych do liniowego epitopu z C-koncowego
fragmentu. Wynik ten oznacza ze fragment N-koncowy moze oddziatywaé z fragmentem C-
koncowym 1 wptywac¢ na konformacje C-koncowego fragmentu.

Kwestia stabilno$ci biatka prionowego byla poruszona w analizie bioinformatycznej
struktury biatka. Struktur¢ skanowano pod katem reszt wewnetrznych i hydrofobowych,
najlepiej Phe lub Tyr, ktére mozna zastapi¢ Trp. Mutacje in silico przeprowadzono przy uzyciu
SwissPdb-Viewer i wybrano pozycje rotameru, aby zminimalizowa¢ ograniczenia steryczne i
geometryczne. Ze wzgledu na ograniczone mozliwosci obliczeniowe programu nie
przeprowadzono pelnej optymalizacji strukturalnej po mutacjach. Wewnetrzne mutacje w
rdzeniu biatka zostaly zaproponowane w celu mozliwosci $ledzenia kinetyki
rozfaldowania/fatldowania biatka. Jeden z mutantow okazat si¢ bardziej stabilny niz dzikie
biatko. Zwigkszenie stabilnosci biatka prionowego prowadzito do braku konwersji tego
mutanta biatka prionowego w forme PrP%° oraz braku objawéw choroby prionowej w
transgenicznej myszy w przeciwienstwie do myszy produkujacej dzikie biatko. Eksperyment
potwierdzit hipoteze ze choroby prionowe sg zwigzane ze stabilno$cig biatka prionowego.
Ponadto, wynik pozwolit na zaproponowanie potencjalnej terapii choréb prionowych,
przynajmniej u zwierzat, poprzez zmiang stabilnosci biatka prionowego.

Po skonczeniu pracy nad biatkami prionowymi, uwaga zostata skupiona nad biatkami
wydzielanymi przez Streptococcus pyogenes. Patogen posiada specyficzny mechanizm
obejscia odpowiedzi immunologicznej gospodarza oparty na sekrecji specyficznych bialek.
Jedno z nich, biatko Spe-C, tzw. superantygen, powoduje niespecyficzng ekspansje populacji
komorek typu T w organizmie gospodarza. Ze wzglgdu na niespecyficzng stymulacje, system
odpornosciowy nie potrafi wygenerowac przeciwciat specyficznych do atakujacego patogenu i
przechodzi w stan anergii po wyczerpaniu mozliwosci produkcji klonéw komérek typu T. To
opdznienie pozwala na inwazj¢ organizmu gospodarza. Ze wzgledu na role w obchodzeniu
opornosci immunologicznej gospodarza, biatko Spe-C jest potencjalnym celem szczepionek
przeciwko S. pyogenes.

Mechanizm stymulacji przez superantygen Spe-C zostal zaproponowany jako zalezny
od wigzania jondw cynku w kompleksie MHC II-receptor komorek typu T w oparciu o strukture
krystaliczna kompleksu superantygenu z czasteczkg MHC II. Struktura wykazywata wyrazne
wigzanie cynku w kompleksie oraz formacje dimeru. W oparciu o struktury tancucha beta
receptora z biatkiem MHC II, proponowany mechanizm bylby inny niz obserwowany dla
superantygenu SEB z patogenu Staphylococcus aureus. Modelowanie interakcji Spe-C
przeprowadzono in silico przy uzyciu istniejacych struktur Spe-C, innych superantygendéw i
struktur MHCII z Protein Data Bank. Wstgpne modele mutantéw skonstruowano za pomoca
oprogramowania Tripos przy uzyciu standardowych technik modelowania w oparciu 0
homologie. Poczatkowe pozycje stratowe do dokowania bialek zostaly wybrane w przyblizeniu
na podstawie istniejagcych danych strukturalnych rozwigzanych kompleksoéw, a ostateczne
rozwigzania dokowania zostaly znalezione za pomoca modutu FlexiDock oprogramowania.
Program wykorzystuje translacje i rotacje poczatkowych pozycji, aby znalez¢ optymalne
rozwigzanie dokowania. Algorytm wykorzystywal ograniczong elastycznos¢ tancuchow
bocznych bialek do uwzglednienia potencjalnych zmian konformacyjnych liganda 1 receptora.
Ze wzgledu na wyzszy odsetek wynikow fatszywie dodatnich, dla opcji uwzgledniajacej peing
elastycznos¢ bialek, opcja takiego wyszukiwania zostala wylgczona, a po zadokowaniu
przeprowadzono ewentualne korekty tancucha bocznego. Obliczenia energetyczne
przeprowadzono w prézni ze wzgledu na ograniczenia oprogramowania. Pozy oceniano na
podstawie zastrzezonej funkcji oceny Tripos, a ostateczne modele poréwnano ze znanymi
strukturami i wykorzystano do wnioskowania o konserwatywnych resztach aminokwasowych
bialek. Ze wzgledu na ograniczong moc obliczeniowg systemow obliczeniowych w tamtym



czasie, nie przeprowadzono symulacji dynamiki molekularnej w celu oceny stabilno$ci
przewidywanych pozycji.

Wstepne modelowanie i analiza oddzialywania biatek Spe-C oraz biatek MHC Il i receptora
komorek typu T wykazata ze biatko Spe-C moze oddziatywaé z receptorem MHC II w
konformacji podobnej do obserwowanej dla biatka SEB bez udziatu jonow cynku i1 tworzenia
dimeru. Jednakze, pgtla w Spe-C proponowana do oddzialywania wymagata zmiany
konformacji lub bialko same musiatoby si¢ zreorientowaé w celu utworzenia kompleksu. W
celu weryfikacji hipotezy, wariant C27S biatka Spe-C zostal nadekspresjonowany i
zrefatldowany na kolumnie Ni-agaroza. Refatdowanie byto wymagane ze wzgledu na agregacje
biatka Spe-C podczas nadekspresjonowania. Zrefaldowane biatko posiadato taka samaa
aktywno$¢ biologiczng w tescie stymulacji komorek typu T jak dzikie biatko Spe-C wydzielane
przez S. pyogenes i nie tworzyto dimeru w stezeniach wielokrotnie wyzszych niz wymaganych
do stymulacji komoérek typu T. Mutacja reszt aminokwasowych H167, His201 i D203
zaproponowanych w wigzanie jondw cynku usuneta wigzanie do MHC II w duzej czgsci.
Mutacje nie usungty jednak mozliwosci stymulacji komorek typu T dla mutanta H167A ale
zmniejszyly ja znacznie dla pozostalych mutantow. Mutacje w petli potencjalnie wigzacej
biatko MHC 1I do Spe-C nie spowodowaty drastycznej zmiany w powinowactwie Spe-C do
MHC II. Aktywacja komoérek T byla zmniejszona drastycznie po mutacji Y76A ktéra, na
podstawie modelowania komputerowego, powinna by¢ wazna dla wigzania z receptorem
komoérek typu T. Aminokwas Y76 jest w miejscu strukturalnie zachowanych dla
superantygendw 1 znanym z wigzania superantygenu SEB oraz zaproponowanym do wigzania
innych superantygenow (TSST, SEC).

Na podstawie wynikow eksperymentéw, zaproponowano alternatywny model aktywacji

komorek typu T przez biatko Spe-C. Model byt oparty na dokowaniu biatek do ligandow
biatkowych. W proponowanym modelu, wigzanie cynku jest nieodzowne do wigzania z
biatkiem Spe-C w orientacji wymagajacej udzialu jonéw cynku jak zaproponowano na
podstawie struktury krystalicznej kompleksu MHC 11-Spe-C-Zn. Aktywacja komorek typu T
wymaga jednak reorientacji antygenu Spe-C na powierzchni MHC 11 w celu przyjecia struktury
obserwowanej dla superantygenu SEB.
Wyniki modelowania molekularnego i prac eksperymentalnych byly uzyte do opracowania
kandydata na szczepionke¢ przeciwko S. pyogenes. Modele proponowanych kompleksow
superantygenow z MHC II 1 TCR zostaly rowniez opublikowane. One sg wtasnoscig rzadu
Stanow Zjednoczonych.

Nastepnym etapem prac byt system sekrecji typu III z Yersinii pestis oraz mechanizm
jego sktadania i funkcjonowania. Yersinia pestis jest patogenem odzwierzecym i czynnikiem
etiologicznym w epidemii czarnej dzumy. Bakteria uzywa wyspecjalizowany system
wydzielania typu III (T3SS) ktory dostarcza efektory, wydzielane biatka, bezposrednio do
komorek gospodarza. System byt mato poznany w tamtym czasie i nie bylo danych na temat
kryteriow wyboru efektorow przez chaperony do sekrecji ani wewnetrznych oddziatywaniach
w systemie. Z tego powodu, podjeto systemowa analize oddzialywan na wyizolowanych
biatkach uzywajac macierzy bialkowej skonstruowanej na podstawie indywidualnych
oddziatywan okreslonych za pomoca spektrometrii masowej (pierwsza selekcja) oraz ich sity i
typu za pomocg powierzchniowego rezonansu plazmonowego (druga selekcja). W oparciu o
macierz oddzialywan, ich typ 1 sile, zasugerowano mechanizm wyboru efektoréw dla
wybranych biatek. W szczegdlno$ci, pokazano ze biatka YscM2 z Yersinii enterocolitica i LcrQ
z Yersinii pestis, poprzednio opisane jako ligandy dla specyficznego chaperonu SycH, tworzyty
nieznane poprzednio trwale kompleksy ze specyficznym chaperonem SycE. Dodatkowo,
pokazano istnienie nieznanych poprzednio kompleksow pomiedzy YscE i regulatorem
translokacji TyeA oraz regulatorem temperaturowym YmoA i liczne inne oddzialywania dla



biatek YscE, YopK, YopH i LcrH. Scharakteryzowane oddzialywania byly stabilne i1
prawdopodobnie wystepuja przed lub po translokacji przez injektosom. Jednym z
interesujacych wynikow byta hipoteza dotyczaca kolejnosci wydzielania biatek YopH i YopE.
W oparciu o analize, zaproponowano ze biatko YscM1 moze usuna¢ biatko YopH z kompleksu
SycH-YopH ze wzgledu na wicksze powinowactwo YopH do YscMI1 niz SycH. Poniewaz
biatko YscM1 posiada rowniez wigksze powinowactwo do efektora YopE niz specyficzny
chaperon SycE, biatko YscM1 moze dziata¢ jako chaperon dla YopH i transportowa¢ YopH do
pory translokacyjnej preferencyjnie wzgledem biatka YopE. Po wyczerpaniu zapasu biatka
YopH, biatko YopE bedzie dostarczane do pory przez YscM1 w drugiej kolejnosci.

Ustalenie hierarchii wydzielania za pomocg alternatywnych metod nie bylo mozliwe i
zaproponowana hipoteza pozwolita wyjasni¢ czes¢ mechanizmu sekrecji w oparciu o dane
dotyczace kompleksow miedzybiatkowych. Taka strategia moze by¢ zastosowana do innych
systemOw, nie tylko sekrecji, w celu zrozumienia mechanizmu procesow.

Analiza systemu T3SS za pomoca metod bioinformatycznych zidentyfikowata biatko
YscF z igty Yersinii pestis jako potencjalny kandydat na szczepionke na podstawie roli (tunel
do transportu bialek na zewnatrz bakterii) oraz zachowania w kazdym systemie i niezbgdnosci
do procesu sekrecji. Ze wzgledu na agregacje biatka, uzyto refatdowania na kolumnie ze ztozem
Ni-agarozy. Biatko zostato wyczyszczone i analiza biofizyczna pokazata ze biatko rzeczywiscie
agreguje. Pomimo to, bylo ono rozpuszczalne w niskim st¢zeniu. Immunizacja myszy biatkiem
rekombinowanym pokazata ze dostarcza ono cz¢$ciowa ochrong przed infekcjg Y. pestis w
dawce LDsp = 200.

Bialka translokatorowe YopB i YopD w Y. pestis musza by¢ dostarczone najpierw do
pory w celu transportu do bton na powierzchni komoérek gospodarza. Mechanizm wyboru
translokatorow do transportu nie jest znany. Analiza struktur biatek chaperonowych
zasugerowala ze biatka moga by¢ bardzo rozfaldowane poprzez wigzanie z chaperonem. Jako
rozfaldowane bialka, ich transport przez por¢ do komoérki gospodarza powinien by¢ szybszy
niz reszty bialek. Obydwa biatka byly zanalizowane za pomocga metod bioinformatycznych i
fragment YopD a.a. 150-287 zostal wybrany do nadekspresjonowania. Wybor byt
podyktowany wstepng selekcja nadekspresjonowalnosci w systemie E. coli. Biatko YopD,
fragment 150-287, zostato nadekspresjonowane jako natywne oraz jako refaldowane. Obydwie
formy byl rozpuszczalne w warunkach fizjologicznych i wykazywaty niska zawarto$¢ struktury
drugorzedowej. Jednakze, obnizenie temperatury do 260°K spowodowato dramatyczna zmiane
w konformacji biatka z nieokreslonej na wysoce alfa helisowa do warto$ci bliskiej dla
obliczonej teoretycznie. Zmiana struktury drugorzedowej pokazuje ze biatko YopD 150-287
potrafi zmieni¢ konformacj¢ i by¢ moze ta fleksybilno$¢ jest warunkiem preferencyjnego
wyboru do transportu przez pore.

Analiza systemu T3SS wykazata Zze posiada on, jak kazdy inny system T3SS, jedyna
ATPazg, YscN dla Y. pestis, ktora jest inna niz biatka ludzkie. Modelowanie struktury pokazato
ze jedynym zachowanym elementem jest miejsce katalityczne i przypuszczalnie powierzchnie
wymagane do heksameryzacji. Pomimo tego, miejsce katalityczne posiada wystarczajacg ilos¢
zmian w obrebie 6 A od dokowanego substratu ATP aby mozna bylo podjaé¢ si¢ opracowania
selektywnych inhibitorow ATPazy blokujacych miejsce aktywne. W celu potwierdzenia tej
hipotezy, zostat skonstruowany mutant AyscN w Y. pestis. Mutant posiadat wirulencje ostabiona
co najmniej 1 milion razy w poroéwnaniu do dzikiego szczepu i jego wzrost byt nieodrdznialny
od wzrostu dzikiego szczepu. To potwierdzito ze biatko YscN moze by¢ celem rozwoju nowej
terapii antybakteryjnej opartej na inhibitorach ATPazy YscN.

Inhibitory zostaly wyszukane obliczeniowo poprzez dokowanie zwigzkoéw
drobnoczasteczkowych w miejsce aktywne ATPazy YscN a nastgpnie weryfikacje
cksperymentalng najlepszych hitow z przeszukiwania obliczeniowego. Metodologia
obliczeniowa zostala oparta na pakiecie DOVIS zaprojektowanym i uruchamianym na klastrach



obliczeniowych armii amerykanskiej. Podczas gdy podstawowa metodologia opiera si¢ na
publicznie dostgpnym pakiecie AutoDock, pakiet wymagal r¢cznej korekty wynikéw po wielu
krokach: generowaniu konformeréw 3D z SMILES, wyborze pozycji dokowania na podstawie
bliskosci zadanego obszaru dokowania i selekcji wynikow po symulacjach dynamiki
molekularnej.

Najlepsze hity obliczeniowe nie byly najlepszymi inhibitorami ATPazy w tescie
hydrolizy ale okazaty si¢ jednymi z najlepszych w tescie blokady sekrecji efektorow przez Y.
pestis. Dwa zwigzki posiadaty aktywnos$¢ biologiczng ponizej 10 uM w tescie blokowania
sekrecji 1 byty nietoksyczne dla komorek ludzkich HeLa w tescie toksycznosci MTT. Jednakze,
ich zdolno$¢ do blokady niszczenia komoérek Hela przez wydzielane efektory byta znacznie
mniejsza.

Na podstawie tych eksperymentow, ustalono ze ATPaza YscN moze by¢ celem
nowatorskiej terapii antybakteryjnej selektywnej dla bakterii patogennych. Mutant AyscN , ze
wzgledu na brak wirulencji w modelu mysim, zostal zaproponowany do testow szczepionki
przeciwko Y. pestis. Testy pokazaty ze ochrona przed infekcjag w dawce 100 LDsp byta
skorelowana z ilo$cig podanych bakterii. Ten wynik moze by¢ zinterpretowany jako pozytywne
potwierdzenie konceptu zywej, zatenuowane]j szczepionki przeciwko Y. pestis. Poprawienie
ochrony wymagatoby zwickszenia zjadliwosci patogenu co nie jest zawsze bioetycznie
dozwolone.

Sukces w pracy nad inhibitorami wirulencji Y. pestis pozwolil na zaproponowanie
podobnej strategii dla enteropatogennej E. coli. Analiza systemu wirulencji zostala
przeprowadzona poprzednio ale wyszukiwanie zwigzkow blokujacych wirulencje zostato
opracowane na nowo uzywajac wyszukiwania obliczeniowego.

Zwiazki wybrano obliczeniowo przy uzyciu pakietu oprogramowania Schroedinger.
Metodologia opiera si¢ na obliczeniowym dopasowaniu siatek wyprowadzonych dla obszaru
aktywnego z siatkami dla wybranych siatek o zminimalizowanej energii dla matych czasteczek.
Siatki sg zbudowane pod katem wigzan elektrostatycznych, hydrofobowych i wodorowych przy
uzyciu zastrzezonej metodologii firmy Schrodinger. Selekcja odbywa si¢ w 3 etapach, z ktérych
kazdy zachowuje najlepsze zwigzki 1 dodaje wigcej stopni swobody dla wybranych czasteczek.
Na ostatnim etapie najlepsze zwigzki sg uzywane do oszacowania wzglednej energii wigzania
za pomocag uogélnionego modelu Borna w symulowanym s$rodowisku rozpuszczalnika.
Oszacowanie obejmowalo korekte konformacyjng reszt receptora w obrebie SA zwigzanego
liganda, odlegtos¢ odpowiednig dla wiekszosci obliczen energii. Zastosowanie symulowanego
srodowiska rozpuszczalnika pozwala na radykalne skrocenie czasu obliczeniowego (okoto 8
minut na zwigzek) w poréwnaniu z metodami opartymi na zaktdéceniach swobodnej energii
(FEP).

Wyniki obliczeniowe zostaty zweryfikowane eksperymentalnie w testach blokady
hydrolizy ATP, blokady sekrecji efektora EspG1 oraz blokady tworzenia filamentéw aktyny
podczas internalizacji bakterii w modelu komoérkowym infekcji. Po optymalizacji
obliczeniowej i chemicznej, najlepszy zwigzek posiadal Ki=16 +- 2 uM, catkowicie blokowat
tworzenie klastrow aktyny w stezeniu 100 uM oraz byl nietoksyczny dla komérek ludzkich w
testach interferencji z potencjatem mitochondrialnym, cyklem komérkowym, Zywotnoscig oraz
indukcji apoptozy. Praca potwierdzila ze jest mozliwe selektywne opracowanie inhibitoréw
T3SS dla enteropatogennej E. coli.

Podsumowujac, praca nad biatkami prionowymi pokazata ze struktura drugo- i
trzeciorzegdowa bialek sg zmienne 1 moga by¢ kodowane w konformacji bialek a nie na
poziomie DNA. Zmienno$¢ jest zwigzana ze stabilno$cig termodynamiczng biatka 1 moze by¢
usunig¢ta in Vivo poprzez inzynieri¢ genetyczng bialka. Takie podej$cie oferuje rowniez
mozliwo$¢ unikniecia chorob prionowych.



Praca nad biatkiem superantygenowym Spe-C z S. pyogenes pokazata ze biatko Spe-C
moze wigza¢ si¢ receptorem ludzkim MHC II na 2 sposoby: pierwszy, niespecyficzny i
niezwigzany z aktywacja receptorow komorek typu T, wymaga obecnosci jonow cynku; drugi,
specyficzny, wymaga reorientacji na powierzchni receptora MHC II w celu zwigzania z
receptorem komorek typu T w konformacji wymaganej dla aktywacji systemu
odpornosciowego. Modele biatek w kompleksie zostaty uzyte do opracowania kandydata na
szczepionke przeciwko S. pyogenes.

Praca nad systemem sekrecji T3SS z Y. pestis pokazala ze stochastyczna analiza
oddziatywan w systemie sekrecji moze ujawni¢ oddziatywania normalnie nieobserwowalne
biologicznie z réznych wzgledéw. Taka analiza pozwolita na okreslenie kolejnosci sekrecji w
systemie sekrecji w oparciu 0 powinowactwo miedzybiatkowe. Mozliwos$¢ alternatywnego
okreslenia takiej kolejnos$ci nie byta mozliwa poprzednio.

Kolejnos¢ sekrecji bialek przez por¢ moze by¢ rowniez podyktowana przez
fleksybilnos¢ bialek. Biatko translokatorowe YopD brakuje struktury drugorzedowej w
temperaturze pokojowej. Jednakze, taka struktura moze by¢ zaindukowana poprzez obnizenie
temperatury co sugeruje wewngtrzng fleksybilnos¢ biatka. Biatko YopD moze przypuszczalnie
by¢ wydzielane przez T3SS preferencyjnie poniewaz brakuje mu okreslonej struktury i system
sekrecji nie musi go rozfaldowywaé przed transportem.

Praca nad mechanizmem sekrecji T3SS w Yersinii pestis pokazata ze system posiada
unikalng ATPaz¢ YscN ktérg mozna uzy¢ jako cel dla opracowania nowych zwigzkow
antybakteryjnych potencjalnie obchodzacych istniejacg oporno$¢ antybiotykowa. Zwigzki
mozna wyszukac¢ obliczeniowo uzywajac modeli komputerowych i testowaé w aktywnosci
biologicznej. Analogiczne podejécie dla T3SS z enteropatogennej E. coli EPEC z etapem
optymalizacji pokazalo ze te zwigzki mozna polepszy¢é do etapu specyficznosci i
nietoksycznosci dla komorek ludzkich. Taka samg strategie mozna uzy¢ do opracowania
nowych terapeutykow przeciwko dowolnemu patogenowi uzywajac sekwencji DNA jako
punktu startowego.

Podsumowanie najwazniejszych osiagnie¢ naukowo-badawczych

1. Pokazanie ze struktura biatka prionowego moze by¢ zmienna i propagowana do innych
struktur poprzez swoja konformacje. Generacja zmiennej konformacji moze by¢
osiggnieta za pomocg zmiany w pH srodowiska.

2. Mutacje zwigzane z rodzinnymi chorobami prionowymi moga by¢ potaczone z
zakloceniem rownowagi monomer-dimer obecnej w normalnym biatku prionowym.
Mutacje nie zmieniajg stabilnosci biatka ale jej zwigkszenie uniemozliwia wystgpienie
choroby prionowe;j.

3. Aktywacja ludzkiego systemu immunologicznego przez superantigen Spe-C z S.
pyogenes przebiega dwustopniowo. Pierwszy stopienh wymaga obecnosci cynku do
zwigkszenia lokalnej koncentracji biatka. Drugi stopien wymaga reorientacji
superantygenu i aktywacji systemu zgodnie z wczesniejszym modelem obserwowanym
dla superantygenu SEB.

4. Mechanizm kolejno$ci sekrecji biatek w systemie wydzielania typu 111 z Yersinii pestis
jest zalezny od powinowactwa chaperonow do efektorow jak réwniez ich dostepnosci.

5. ATPaza YscN systemu wydzielania typu 1l w patogenie Yersinia pestis jest niezbedna
dla jego wirulencji. Moze by¢ ona réwniez celem specyficznych terapeutykow
antybakteryjnych o szerokim spektrum i dziataniu posrednim jako alternatywa dla
antybiotykow.

6. Genetycznie inzynierowang zywa Szczepionka przeciwko Y. pestis moze byc¢
skonstruowana poprzez usuniecie genu kodujacego niezbedng ATPaze YscN. Strategia



moze by¢ zastosowana do opracowania innych zywych szczepionek dla ludzkich
patogenow.

7. Opracowanie terapeutykow skierowanych przeciwko ATPazie ESCN i YscN moze by¢
osiggnigte za pomoca kombinacji metod obliczeniowych z innymi metodami. Zwigzki
moga by¢ specyficzne dla ATPaz pomimo niskiej masy czasteczkowe;.

Omowienie pozostatych osiggnie¢ naukowych

Praca Swietnicki W, Caspi R. Prediction of Selected Biosynthetic Pathways for the
Lipopolysaccharide Components in Porphyromonas gingivalis. Pathogens. 2021 Mar
20;10(3):374. doi: 10.3390/pathogens10030374. PMID: 33804654; PMCID: PMC8003790
omawia rekonstrukcje sciezek  biosyntetycznych lipopolisacharydu w  patogenie
Porphyromonas gingivalis na podstawie sekwencji DNA oraz korekcji w oparciu o dostepne
dane eksperymentalne. Sciezka syntezy O-antygenu swoistego zostata w pehni
zrekonstruowana i rekonstrukcja zgadza si¢ z danym eksperymentalnymi dotyczacego jego
struktury. Sciezka syntezy antygenu A-swoistego nie zostata zaproponowana ze wzgledu na
niekompatybilne modele strukturalne antygen6éw w literaturze a sciezka syntezy K-swoistego
antygenu (antygen kapsularny) nie byta zaproponowana ze wzgledu na brak danych
strukturalnych. Sciezki syntetyczne 3 antygenow zostaly poréwnane w szczepach P. gingivalis.
Modele strukturalne wybranych enzyméw zostaty skonstruowane i zaproponowano mechanizm
ich reakcji enzymatycznych.

Praca Swietnicki W, Brzozowska E. In silico analysis of bacteriophage tail tubular proteins
suggests a putative sugar binding site and a catalytic mechanism. J Mol Graph Model. 2019
Nov;92:8-16. doi: 10.1016/j.jmgm.2019.07.002. Epub 2019 Jul 7. PMID: 31302501, omawia
wyszukiwanie miejsc aktywnych dla glikolitycznych enzymow bakteriofagowych za pomoca
metod obliczeniowych, ich analize i mechanizm hydrolizy enzymatycznej. Dane obliczeniowe
postulujg ze biatka bakteriofagowe nie sg zoptymalizowane dla wigzania substratu ale
przypuszczalnie dla efektywno$ci enzymatyczne;j.

Praca Swietnicki W, Czarny A, Antkowiak L, Zaczynska E, Kolodziejczak M, Sycz J,
Stachowicz L, Alicka M, Marycz K. Identification of a potent inhibitor of type Il secretion
system from Pseudomonas aeruginosa. Biochem Biophys Res Commun. 2019 Jun
4;513(3):688-693. doi: 10.1016/j.bbrc.2019.04.055. Epub 2019 Apr 12. PMID: 30987825,
omawia uzycie metod obliczeniowych do opracowania najbardziej potentnego inhibitora
systemow sekrecji dla przyktadu systemu wydzielania typu Il z Pseudomonas aeruginosa.
Inhibitor wykazat potencje ICso= 1.2 uM + 0.3 uM w tescie blokady sekrecji biatka ExoA przez
bakterie i byt w stanie cze$ciowo zahamowaé niszczenie komorek ludzkich przez sekrecje
patogenu w symulowanym modelu infekcji komorkowej oraz byl nietoksyczny do tych samych
komorek w tescie metabolicznym.

Praca Swietnicki W, Czarny A, Urbanska N, Drab M. ldentification of small molecule
compounds active against Staphylococcus aureus and Proteus mirabilis. Biochem Biophys Res
Commun. 2018 Dec 2;506(4):1047-1051. doi: 10.1016/j.bbrc.2018.10.189. Epub 2018 Nov 5.
PMID: 30409430, omawia zastosowanie skrynowania fenotypowego do identyfikacji nowych
zwigzkow hamujacych wzrost patogenow bakteryjnych. Jeden zwigzek mial charakter
bakteriostatyczny dla S. aureus natomiast dla P. mirabilis inny zwigzek okazal sig¢
bakteriobdjczy. Efekty antybakteryjne byly obserwowane w stezeniach ponizej wartos$ci
wykazujacych toksycznos¢ metaboliczng dla komorek ludzkich.



Pelny dorobek naukowy obejmuje:

DOROBEK NAUKOWY SPRZED UZYSKANIA STOPNIA DOKTORA

n Wspotczynnik Punktacja
FILOZOFII wplywu MNiSW
IF
PUBLIKACJE NAUKOWE 3 52.8 50
Prace oryginalne 3 52.8 50
O autor korespondencyjny i/lub pierwszy autor O -
wspoélautor 3 52.58 50
Prace pogladowe
O autor korespondencyjny i/lub pierwszy autor O - - -
wspolautor
DONIESIENIA KONFERENCYJNE - -
mi¢dzynarodowe
krajowe 0
Wspoélezynnik
DOROBEK NAUKOWY PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA NAUK wplywu Punktacja
BIOLOGICZNYCH n IF MNiSW
PUBLIKACJE NAUKOWE 28 = =
Prace oryginalne* 28 77.86 1440
O autor korespondencyjny i/lub pierwszy autor O 10 35.51 710
wspélautor 18 42.35 730
Prace pogladowe 2 13.08 160
0 autor korespondencyijny i/lub pierwszy autor O 1 8.28 140
wspolautor 1 4.8 20
Prace wskazane jako znaczace osiagniecie
zgodnie z art.16 ust. 2 z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach i tytule naukowym oraz
o0 stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz.
595 z pozn. zm.) 9 26.32 490
O autor korespondencyjny i/lub pierwszy autor O 2 16.18 80
wspotautor
DONIESIENIA KONFERENCYJNE - -
mi¢dzynarodowe
krajowe -
Liczba cytowan 2186
Liczba cytowan bez autocytowan 2156
Indeks Hirsza 19

5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnos$cia naukowa albo artystyczna

realizowang w wigcej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,

w szczegllnosci zagraniczne;.

Zatrudnienie



1. 2015-obecnie

Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN;

Stanowisko: naukowiec / kierownik projektu

Adres: ul. R. Weigla 12, 53-114 Wroctaw, PL

Praca w Instytucie Immunologii PANu jest skoncentrowana nad szczepionka
przeciwko periodontozie. Projekt jest fundowany przez Narodowe Centrum Nauki,
konkurs OPUS. Jego celem jest badanie glikolipidow oraz $ciezek ich syntezy w
patogenie Porphyromonas gingivalis w celu opracowania szczepionki opartej na tej
informacji. Projekt jest realizowany we wspolpracy z Uniwersytetem w Toronto w
Kanadzie w celu testowania rozwigzan na modelu zwierzgcym. Teoretyczne prace
dotyczace odtwarzania $ciezek metabolicznych biosyntezy glikolipidéw bakteryjnych
sg prowadzone we wspotpracy z dr. Caspi z Poludniowego Instytutu Badawczego
(SRI) w Kalifornii.

Drugim celem prac w Instytucie sg zwiazki drobnoczasteczkowe posiadajgce efekt
bakteriobdjczy lub bakteriostatyczny wzgledem wybranych patogenow. Praca nad
takimi rozwigzaniami jest prowadzona we wspolpracy z dr. hab. Tomaszem
Goszczynskim, IITD PAN, oraz prof. dr. hab. Krzysztofem Maryczem z Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu.

Trzecim obszarem dziatalno$ci naukowej sg systemy wirulencji patogenow ludzkich.
Prace sa skoncentrowane na wyszukiwaniu obliczeniowym i/lub eksperymentalnym
zwigzkow drobnoczagsteczkowych blokujacych sekrecje toksyn bakteryjnych przez te
systemy. Opracowany zostal model symulowanej infekcji kultury komoérkowej w
oparciu o oddzielenie fizyczne patogenoéw od komérek ludzkich z zachowaniem
mozliwo$ci sekrecji toksyn patogenow. Badania sg prowadzone we wspotpracy z prof.
Stevensem z Uniwersytetu Stanforda, Kalifornia, ktérego zainteresowaniem jest
oddzialywanie pomigdzy komorkami patogennych grzybow ludzkich oraz bakterig

Pseudomonas aeruginosa.



Dodatkowe projekty sag w oparciu 0 wspotprace dotyczaca metod obliczeniowych w
badaniach nad mechanizmami enzymow bakteriofagowych (dr. hab. Brzozowska) lub
oddzialywania receptorow biatkowych zwigzanych z metabolizmem witaminy D z
ligandami biatkowymi i drobnoczasteczkowymi (prof. dr. hab. Wietrzyk).

Publikacje z wyzej opisanych prac:

1. Swietnicki W, Caspi R. Prediction of Selected Biosynthetic Pathways for the
Lipopolysaccharide Components in Porphyromonas gingivalis. Pathogens. 2021
Mar 20;10(3):374. doi: 10.3390/pathogens10030374. PMID: 33804654; PMCID:
PMC8003790.

2. Swietnicki W, Brzozowska E. In silico analysis of bacteriophage tail tubular
proteins suggests a putative sugar binding site and a catalytic mechanism. J Mol
Graph Model. 2019 Nov;92:8-16. doi: 10.1016/j.jmgm.2019.07.002. Epub 2019
Jul 7. PMID: 31302501.

3. Swietnicki W, Czarny A, Antkowiak L, Zaczynska E, Kolodziejczak M, Sycz J,
Stachowicz L, Alicka M, Marycz K. Identification of a potent inhibitor of type Il
secretion system from Pseudomonas aeruginosa. Biochem Biophys Res Commun.
2019 Jun 4;513(3):688-693. doi: 10.1016/j.bbrc.2019.04.055. Epub 2019 Apr 12.
PMID: 30987825.

4. Swietnicki W, Czarny A, Urbanska N, Drab M. Identification of small molecule
compounds active against Staphylococcus aureus and Proteus mirabilis. Biochem
Biophys Res Commun. 2018 Dec 2;506(4):1047-1051. doi:
10.1016/j.bbrc.2018.10.189. Epub 2018 Nov 5. PMID: 30409430.

5. Milczarek M, Filip-Psurska B, Swietnicki W, Kutner A, Wietrzyk J. Vitamin D
analogs combined with 5-fluorouracil in human HT-29 colon cancer treatment.
Oncol Rep. 2014 Aug;32(2):491-504. doi: 10.3892/0r.2014.3247. Epub 2014 Jun
11. PMID: 24919507; PMCID: PMC4091879.

2.2012-2015

Wroctawskie Centrum Badan EIT + (obecnie PORT)



Stanowisko: Lider Projektu

Adres: ul. Stablowicka 147, 54-066 Wroctaw, PL

Praca byta skoncentrowana na opracowaniu drobnoczasteczkowych zwigzkow

blokujacych wirulencje enteropatogennej E. coli. Projekt byt finansowany przez

Narodowe Centrum Badan i Rozwoju. Badania byty prowadzone od etapu

wyszukiwania obliczeniowego zwigzkow wigzacych si¢ do miejsca aktywnego

ATPazy EscN, testowania ich w blokadzie hydrolizy przez rekombinowane biatko

oraz blokadzie sekrecji efektorow i infekcji komorek ludzkich. Wyniki prac sa

przedmiotem wnioskow patentowych oraz publikacji.

Publikacje:

1. Bzdzion L, Krezel H, Wrzeszcz K, Grzegorek I, Nowinska K, Chodaczek G,
Swietnicki W. Design of small molecule inhibitors of type 111 secretion system
ATPase EscN from enteropathogenic Escherichia coli. Acta Biochim Pol.
2017;64(1):49-63. doi: 10.18388/abp.2016_1265. Epub 2016 Nov 18. PMID:
27864920.

Patenty w Polskim Urzedzie Patentowym:
1. PAT.226024: New application of N-[2-[4-(4-methoxyphenyl)-1,3-thiazol-2-
yl]ethyl]-2-0x0-1,5,6,7-tetrahydrocyclopenta[b] pyridyno-3-carboxyamide
2. Application# P.409676: New application of 2-(phenylsulfanyl)-acetamide

derivatives, Patent application in progress.

3.2010-2011

Uniformed Health Services University

Stanowisko: naukowiec

Adres: 4301 Jones Bridge Rd., 20-814 Bethesda, MD, USA

Praca w koncentrowata si¢ na badaniach ligazy ubikwitynowej Cullin 3 oraz
potencjalnych oddziatywan tego biatka z innymi biatkami w chorobie myopatii
nemalinowej. Choroba jest schorzeniem genetycznym ludzi i prowadzi do zaniku

mie$ni. Mechanizm choroby nie jest znany ale badania nad jej mechanizmem



zasugerowaty hipoteze ze jedno z biatek jest ciggle recyklingowane u zdrowych ludzi
ale nie u osob ktore sg chore. Modelowanie molekularne biatek oraz dokowanie ich
zasugerowaly potencjalny mechanizm oddziatywan. Wyniki zostaly opublikowane.
Publikacje:

1. Sambuughin N, Swietnicki W, Techtmann S, Matrosova V, Wallace T,
Goldfarb L, Maynard E. KBTBD13 interacts with Cullin 3 to form a functional
ubiquitin ligase. Biochem Biophys Res Commun. 2012 May 18;421(4):743-9.
doi: 10.1016/j.bbrc.2012.04.074. Epub 2012 Apr 20. PMID: 22542517,
PMCID: PMC5148137.

4.2009-2010

Centrum Biologii Chemicznej Edgewood
Stanowisko: Lider Projektu

Adres: 5183 Blackhawk Rd., 21010-5424 Aberdeen Proving Ground, MD, USA

Praca koncentrowata si¢ na opracowaniu drobnoczasteczkowych zwigzkow

blokujacych ATPazy systemu sekrecji typu 111 z Yersinii pestis oraz Burkholderia

mallei. Projekt byt kontynuacja pracy zaczg¢tej w USAMRIID i fundowanej przez

amerykanskg agencje Defense Threat Reduction Agency (DTRA). Zwiazki byty

wyszukiwane obliczeniowo, testowane w tescie blokady hydrolizy ATP przez

rekombinowane biatka oraz w tescie blokady sekrecji efektorow bakteryjnych i

niszczenia komorek ludzkich.

Drugim projektem byt wewnetrzny projekt dotyczacy mechanizmu sekrecji i

wirulencji patogenow. Tylko cze$¢ wynikow zostata opublikowana.

Publikacje:

1. Swietnicki W, Carmany D, Retford M, Guelta M, Dorsey R, Bozue J, Lee MS,
Olson MA. Identification of small-molecule inhibitors of Yersinia pestis Type Il

secretion system YscN ATPase. PLoS One. 2011;6(5):e19716. doi:



10.1371/journal.pone.0019716. Epub 2011 May 18. PMID: 21611119; PMCID:
PMC3097197.

2. Guelta, M, Dorsey, R., Carmany, D., Swietnicki, W. Purification and
characterization of the type 11l secretion system from Burkholderia mallei.

https://www.cbc.ccdc.army.mil/wp-

content/uploads/2018/04/2010 ILIR Report.pdf

5. 2000-2008

United States Army Medical Research Institute of Infectious Diseases
Stanowisko: naukowiec / kierownik naukowy

Adres: 1725 Porter Street, 21-702 Ft. Detrick, MD, USA

Praca w instytucie koncentrowata si¢ na zagadnieniach dotyczacych obronnosci
Stanoéw Zjednoczonych. Wczesny projekt dotyczyt mechanizmowe oddziatywania
superantygenu Spe-C z patogenu Streptococcus pyogenes z ludzkim uktadem
odpornosciowym. Projekt byt kierowany przeze mnie w ramach grantu z
amerykanskiej agencji National Science Foundation (NSF). Jego celem byto
zrozumienie mechanizmu oddziatywania biatka Spe-C z receptorami limfocytow typu
T oraz biatkami MHC typu Il z komoérek typu B. Biatko antygenu posiada zdolno$¢
niespecyficznego stymulowania ludzkiego uktadu odpornosciowego poprzez wigzanie
receptorow limfocytow typu T z receptorami MHC 1l z komérek B poprzez obszary
nie zwigzane z rozpoznawaniem ligandow peptydowych. Wigzanie prowadzi do
zapoczatkowania $ciezki sygnatowej pobudzajacej produkcje niespecyficznych
klonow receptorow typu T i uniknigcia neutralizacji przez przeciwciata. Nowy
mechanizm oddziatywan zostat zasugerowany dla biatek tego typu.

Drugim projektem byly badania dotyczace mechanizmu sekrecji w systemie
wydzielania typu 111 w Yersinii pestis oraz potencjalne zastosowania wynikow tych

badan do opracowania szczepionki przeciwko temu patogenowi.


https://www.cbc.ccdc.army.mil/wp-content/uploads/2018/04/2010_ILIR_Report.pdf
https://www.cbc.ccdc.army.mil/wp-content/uploads/2018/04/2010_ILIR_Report.pdf

Trzecim projektem byly badania dotyczace opracowania zwigzkow blokujacych

wirulencje patogenu Yersinia pestis jako alternatywnego celu terapeutycznego

pozwalajacego na ochrong przed genetycznie inzynierowang bronig biologiczna.

Projekt byt mi przyznany przez amerykanska agencje Defense Threat Reduction

Agency (DTRA) i byt kontynuowany po moim przejsciu do ECBC.

Publikacje z tych badan:

1.

Swietnicki W, Powell BS, Goodin J. Yersinia pestis Yop secretion protein F:
purification, characterization, and protective efficacy against bubonic plague.
Protein Expr Purif. 2005 Jul;42(1):166-72. doi: 10.1016/j.pep.2005.02.016. Epub
2005 Mar 17. PMID: 15939303.

Swietnicki W, O'Brien S, Holman K, Cherry S, Brueggemann E, Tropea JE, Hines
HB, Waugh DS, Ulrich RG. Novel protein-protein interactions of the Yersinia
pestis type 111 secretion system elucidated with a matrix analysis by surface
plasmon resonance and mass spectrometry. J Biol Chem. 2004 Sep
10;279(37):38693-700. doi: 10.1074/jbc.M405217200. Epub 2004 Jun 22. PMID:
15213222.

Swietnicki W, Barnie AM, Dyas BK, Ulrich RG. Zinc binding and dimerization of
Streptococcus pyogenes pyrogenic exotoxin C are not essential for T-cell
stimulation. J Biol Chem. 2003 Mar 14;278(11):9885-95. doi:
10.1074/jbc.M206957200. Epub 2002 Dec 8. PMID: 124736609.

6. 1996-2000

Uniwersytet Case Western Reserve

Stanowisko: stypendysta podoktorancki

Adres: 10900 Euclid Ave, 44116-497 Cleveland, OH, USA

Praca na Uniwersytecie Case Western Reserve koncentrowata si¢ wokot biatka

prionowego Prp ktore byto implikowane w choroby prionowe poprzez swoja

patogenna forme PrpS¢. Forma patogenna jest odporna na trawienie proteinaza K i

mechanizm infekcji byt postulowany jako nieuzywajacy matrycy DNA do kodowania



swojej konformacji biatkowej. Produkcja rekombinowanego biatka prionowego i
badanie jego wlasciwosci pokazato ze konformacja jest zmienna i forma patogenna
moze by¢ wygenerowana poprzez manipulacje pH. Struktury NMR mutantéw oraz X-
ray dzikiego biatka ludzkiego pokazaty ze mutacje obserwowane w rodzinnej chorobie
prionowej nie zmieniaty jej stabilnosci a jedynie mogty przesuwaé rownowagg
pomiedzy formg monomeryczna i dimeryczng. Zmiana mogta by¢ spowodowana
przez oddziatywanie z membranami oraz poprzez kontakt z agregowana forma biatka
prionowego. Rekombinowane biatko potrafito réwniez spowodowac chorobe
prionowa u myszy co potwierdzito hipoteze¢ ze choroby prionowe moga by¢
powodowane przez inna forme normalnego biatka poprzez kontakt z forma patogenna.
Hipoteza zostata oryginalnie zaproponowana przez Stanley Prusinera ktory otrzymat
za nig nagrode¢ Nobla.

Prace opublikowane z tych badan:

1. Kong Q, Mills JL, Kundu B, Li X, Qing L, Surewicz K, Cali I, Huang S, Zheng M,
Swietnicki W, Sonnichsen FD, Gambetti P, Surewicz WK. Thermodynamic
stabilization of the folded domain of prion protein inhibits prion infection in vivo.
Cell Rep. 2013 Jul 25;4(2):248-54. doi: 10.1016/j.celrep.2013.06.030. Epub 2013
Jul 18. PMID: 23871665; PMCID: PMC3766954.

2. Derrington E, Gabus C, Leblanc P, Chnaidermann J, Grave L, Dormont D,
Swietnicki W, Morillas M, Marck D, Nandi P, Darlix JL. PrPC has nucleic acid
chaperoning properties similar to the nucleocapsid protein of HIV-1. C R Biol.
2002 Jan;325(1):17-23. doi: 10.1016/51631-0691(02)01388-4. PMID: 11862616.

3. Knaus KJ, Morillas M, Swietnicki W, Malone M, Surewicz WK, Yee VC. Crystal
structure of the human prion protein reveals a mechanism for oligomerization. Nat
Struct Biol. 2001 Sep;8(9):770-4. doi: 10.1038/nsb0901-770. PMID: 11524679.

4. Gabus C, Auxilien S, Péchoux C, Dormont D, Swietnicki W, Morillas M,
Surewicz W, Nandi P, Darlix JL. The prion protein has DNA strand transfer
properties similar to retroviral nucleocapsid protein. J Mol Biol. 2001 Apr

6;307(4):1011-21. doi: 10.1006/jmbi.2001.4544. PMID: 11286552.



10.

11.

Gabus C, Derrington E, Leblanc P, Chnaiderman J, Dormont D, Swietnicki W,
Morillas M, Surewicz WK, Marc D, Nandi P, Darlix JL. The prion protein has
RNA binding and chaperoning properties characteristic of nucleocapsid protein
NCP7 of HIV-1. J Biol Chem. 2001 Jun 1;276(22):19301-9. doi:
10.1074/jbc.M009754200. Epub 2001 Feb 27. PMID: 11278562.

Li R, Liu T, Wong BS, Pan T, Morillas M, Swietnicki W, O'Rourke K, Gambetti
P, Surewicz WK, Sy MS. Identification of an epitope in the C terminus of normal
prion protein whose expression is modulated by binding events in the N terminus.
J Mol Biol. 2000 Aug 18;301(3):567-73. doi: 10.1006/jmbi.2000.3986. PMID:
10966770.

Zhang Y, Swietnicki W, Zagorski MG, Surewicz WK, Sonnichsen FD. Solution
structure of the E200K variant of human prion protein. Implications for the
mechanism of pathogenesis in familial prion diseases. J Biol Chem. 2000 Oct
27;275(43):33650-4. doi: 10.1074/jbc.C000483200. PMID: 10954699.
Swietnicki W, Morillas M, Chen SG, Gambetti P, Surewicz WK. Aggregation and
fibrillization of the recombinant human prion protein huPrP90-231. Biochemistry.
2000 Jan 18;39(2):424-31. doi: 10.1021/bi991967m. PMID: 10631004.

Morillas M, Swietnicki W, Gambetti P, Surewicz WK. Membrane environment
alters the conformational structure of the recombinant human prion protein. J Biol
Chem. 1999 Dec 24;274(52):36859-65. doi: 10.1074/jbc.274.52.36859. PMID:
10601237.

Swietnicki W, Petersen RB, Gambetti P, Surewicz WK. Familial mutations and
the thermodynamic stability of the recombinant human prion protein. J Biol Chem.
1998 Nov 20;273(47):31048-52. doi: 10.1074/jbc.273.47.31048. PMID: 9813003.
Swietnicki W, Petersen R, Gambetti P, Surewicz WK. pH-dependent stability and
conformation of the recombinant human prion protein PrP(90-231). J Biol Chem.

1997 Oct 31;272(44):27517-20. doi: 10.1074/jbc.272.44.27517. PMID: 9346881.

7.1989-1995



University of Florida, School of Medicine, Department of Biochemistry and

Molecular Biology

Stanowisko: Asystent

Adres: 1200 Newell Drive, 32610-0245 Gainesville, FL, USA

Praca naukowa podczas studio doktoranckich byta ograniczona i jej gtbwnym celem

byto realizowanie planu badan zwigzanych z otrzymanie doktoratu oraz spetnienie

wymogow Uniwersytetu.

Publikacje z tej pracy:

1. Johansson PJ, Malone C, Swietnicki W, Dunn BM, Williams RC Jr. Fv structure
of monoclonal antibody 11-481 against herpes simplex virus Fc gamma-binding
glycoprotein gE contains immunodominant complementarity determining region
epitopes that react with human immunoglobulin M rheumatoid factors. J Exp Med.
1994 Nov 1;180(5):1873-88. doi: 10.1084/jem.180.5.1873. PMID: 7964464,
PMCID: PMC2191741.

2. Dunn BM, Scarborough PE, Davenport R, Swietnicki W. Analysis of proteinase
specificity by studies of peptide substrates. The use of UV and fluorescence
spectroscopy to quantitate rates of enzymatic cleavage. Methods Mol Biol.
1994;36:225-43. doi: 10.1385/0-89603-274-4:225. PMID: 7697110.

3. Jewell DA, Swietnicki W, Dunn BM, Malcolm BA. Hepatitis A virus 3C
proteinase substrate specificity. Biochemistry. 1992 Sep 1;31(34):7862-9. doi:
10.1021/bi00149a017. PMID: 1510973.

6. Informacja o osiaggnigciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych
nauke lub sztuke.
a) Uczestnictwo w programach europejskich oraz innych programach miedzynarodowych
i krajowych:
« Kierowanie projektem Narodowego Centrum Nauki OPUS dotyczacym
opracowania szczepionki przeciwko Porphyromonas gingivalis, okres maj
2017- maj 2022
« Kierowanie  projektem  dotyczacym  rozwoju nowych  zwigzkéw

antybakteryjnych przeciwko enteropatogennej E. coli projekt 3.6 ,,Opracowanie



inhibitorow na chorobotworczg E. coli” w ramach projektu BioMed, okres
styczen 2012-kwiecien 2015.

« Kierowanie projektem dotyczacym opracowania drobnoczasteczkowych
zwigzkow blokujacych wirulencje Yersinii pestis finansowanego przez agencje
amerykanska DTRA (Defence Threat Reduction Agency), okres sierpien 2008-
czerwiec 2010.

- Wspdlkierowanie projektem wewnetrznym dotyczacym mechanizmu sekrecji w
systemie wydzielania typu Il w bakterii Burkholderia mallei finansowanego

przez Armie Standw Zjednoczonych, okres maj 2009-maj 2010

b) Udziat w migdzynarodowych 1 krajowych konferencjach naukowych:

«  Enzyme inhibitors, Organizer and Plenary Speaker, IITD PAN, Wroclaw, PL,
Jun 14% 2019

« Structure and computational design of therapeutics directed against proteins,
Organizer and Plenary Speaker, IITD PAN, Wroclaw, PL, Jun 12% 2018

- 1%InSilico Drug Discovery Conference, Invited Speaker: Identification of small
molecule inhibitors of type Il secretion system EscN ATPase from
enteropathogenic E. coli, Durham, NC, USA, Dec 3-4™, 2014

« 2009 Defense Threat Reduction Agency/Joint Science and Technology Office,
Dallas, TX

« 2004, Spring Research Festival National Cancer Institute, Frederick, MD, USA
— Novel protein-protein interactions in the type 111 secretion system of Y. pestis,
Swietnicki, O’Brien, S., Holman, K.et al. - 2" place

+ FASEB Meeting, San Diego, 2005 — prezentacja pt. Intra- and inter-domain
interactions between Yersinia pestis virulence proteins YopB, YopD, and the
chaperone SycD, Swietnicki, W., O’Brien, S., Nystrom, S., Dyas, B., Ruthel, G.

et al.

c) Osiagniecia dydaktyczne i w zakresie popularyzacji nauki lub sztuki:

«  Wyktad gos$cinny pt. Opracowanie zwigzkow antybakteryjnych na przykiadzie
wybranych patogenow, Studenckie Koto Naukowe, Wydzial Farmacji,
Uniwersytet Wroctawski, Gtuchotazy, 8-9 kwiecien, 2017



- Wyktad gos$cinny pt. Opracowanie zwigzkow antybakteryjnych na przyktadzie
wybranych patogenow, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN,
Wroclaw, 26 kwiecien 2017

d) Wspdlpraca z instytucjami, organizacjami i towarzystwami naukowymi w kraju i za
granica:

« Laboratorium Neolek przy Instytucie immunologii i Terapii do$wiadczalnej
PAN - stata wspotpraca naukowa (2014-obecnie)

+ Miedzynarodowy Instytut Biologii Molekularnej i Komoérkowej w Warszawie,
wspotpraca naukowa (2017-0becnie)

« California Institute of Medical Research, San Jose, CA, USA, wspolpraca
naukowa (2020-obecnie)

+  University of Toronto, Toronto, ON, CA, wspotpraca naukowa (2021-0becnie)

e) Recenzowanie manuskryptow w czasopismach mi¢dzynarodowych lub krajowych:

«  Biochemistry — jeden recenzowany manuskrypt w 1994,
- DTRA recenzent- jeden grant w 2010

«  MDPI Microorganisms -recenzent — 5 prac, 2020-2021

«  MDPI Molecules -recenzent — 2 prace 2020-2021

« MDPI Antibiotics — recenzent — 3 prace 2020-2021

«  MDPI IIMS -recenzent -1 praca 2020-2021

«  Current Proteomics- recenzent - 4 prace, 2017-2020

- Edytor Goscinny, Specjalna Edycja MDPI Biomolecules: Virulence Systems of
Human Pathogens as Targets for Novel Therapeutics and Prophylactics

« Edytor Goscinny, Specjalna Edycja MDPI IIMS: Secondary Metabolites as

Therapeutics of Human Pathogens

f) Kierowanie migdzynarodowymi lub krajowymi projektami badawczymi oraz udziat w

takich projektach:

«  Wewngtrzny projekt badawczy ECBC, DTRA/Armia Standéw Zjednoczonych —

Analiza mechanizmu sekrecji w B. mallei - ko-wykonawca projektu 2009-2010



«  Opracowanie drobnoczasteczkowych inhibitoréw wirulencji systemu sekrecji Y.
pestis — DTRA, USA — numer projektu poufny, 2008-2010- kierownik projektu

« Projekt badawczy pt. Opracowanie drobnoczgsteczkowych inhibitorow
wirulencji enteropatogennej E. coli- projekt nr. 3.6, Wroctawskie Centrum
Badawcze EIT+, 2012-2015 - kierownik projektu

« Projekt badawczy pt. Badanie glikolipidow z Porphyromonas gingivalis
zrekonstruowanych w E .coli jako podstawy nowej szczepionki przeciwko
periodontozie- projekt nr. 2016/21/B/NZ6/02028, Narodowe Centrum Nauki,
konkurs OPUS, 2017-2022

g) Miedzynarodowe i krajowe nagrody za dziatalno$¢ naukowa albo artystyczna:

« Narodowe Centrum Nauki, Projekt OPUS- drugi najlepszy projekt w Polsce w
grupie

« Narodowe Centrum Badan I Rozwoju, Projekty Wroctawskiego Centrum Badan
EIT+- jeden z 3 najlepszych projektoéw w 2012.

- DTRA Conference, USA, 2010- Top 3 projects

« Nagrody zespotowa za prace, 2-gie miejsce, Spring Research Festival, Ft.
Detrick, US-2004

h) Glowny obszar zainteresowan:

« Systemy sekrecji patogenow i ich mechanizmy transportu biatek

+ Analiza systemow biologicznych 1 jej zastosowanie w projektowaniu lekow 1
szczepionek

- Zastosowanie przesiewowych metod obliczeniowych w ramach strategii gene-

to-drug design

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze poda¢ inne
informacje,

wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;.

(podpis wnioskodawcy)






