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Impact Factor = 19.328 (Academic Accelerator, 2022-2023), Cytowania = 28 (Google
Scholar, 20/09/23), Punkty Ministerstwa Edukacji i Nauki = 200 (2023)

Mo6j udziat w pracy obejmowal opracowanie koncepcji badania, a takze
zaprojektowanie 1 wykonanie do$§wiadczen. W szczegdlnosci przeprowadzilem pomiary
transkryptomu, ktore doprowadzity do odkrycia grupy genéw GBPs (ang. Guanylate Binding
Proteins) jako nowych genéw pamieci. Nastepnie, zweryfikowatem obserwacje na poziomie
RNA i biatka, a takze w komorkach pierwotnych. Okreslitem czas trwania pamigci
transkrypcyjnej jak rowniez scharakteryzowatem stochastyczny charakter zjawiska za pomoca
sekwencjonowania RNA pojedynczych komérek (sScCRNA-seq), cytometrii przeptywowej oraz
FACS (ang. Fluorescence-activated Cell Sorting). Ustalitem, ze transkrypcja jest zbedna dla
utrzymania pamig¢ci komoérkowej poprzez dlugoterminowe pomiary RNA 1 inhibicje
Polimerazy RNA 1l zwigzkami drobnoczasteczkowymi. Wykazatem, ze zadna z klasycznych
modyfikacji histondw nie jest dlugoterminowo utrzymywana na genach pamig¢ci. Dodatkowo,
ustalitem, ze kluczowe geny pamigci sg zlokalizowane w klastrach genomowych 1 odkrytem
nowg funkcje¢ regulacyjng kompleksu kohezyny w inicjacji pamigci transkrypcyjnej interferonu
gamma (IFNy). Ponadto przeanalizowalem wygenerowane dane, koordynowatem prace innych
wspotautoréw oraz stworzylem wszystkie ilustracje i napisatem manuskrypt.

Te odkrycia zostaly wyroznione przez czasopismo Science Immunology: “A cytokine
to remember me by’ jak i opisane w mediach krajowych, Nauka w Polsce (naukawpolsce.pl):

,Jak komorki zapamietuja informacje? Pojawia sie¢ nowy trop™?

2. Sahar S.H. Tehrani, Pawel Mikulski, 1zma Abdul-Zani, Jodo F. Mata, Wojciech Siwek*,
Lars E.T. Jansen*. (2023) STAT1 is required to establish but not maintain interferon-y-
induced transcriptional memory. EMBO J. doi.org/10.15252/embj.2022112259

*Autorzy korespondencyjni

Impact Factor = 13.783 (Academic Accelerator, 2022-2023), Cytowania = 3 (Google
Scholar, 20/09/23), Punkty Ministerstwa Edukacji i Nauki = 200 (2023)

Mo¢j udziat w pracy to: opracowanie koncepcji jak i zainicjowanie badania; dodatkowo
zaprojektowatem dos$wiadczenia, zatrudnilem 1 wyszkolilem  wspotpracownikéw,
przeprowadzilem analize wygenerowanych danych, koordynowatem prace i napisalem

pierwsza wersje manuskryptu.
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3. Wojciech Siwek*, Mariluz Gmez-Rodriguez*, Daniel Sobral, Ivan R. Corréa Jr and Lars
E.T. Jansen. (2018) time-ChIP: a method to determine long-term locus-specific
nucleosome inheritance. Methods in Molecular Biology. doi.org/10.1007/978-1-4939-
8663-7_7 *Réwny udzial w pracy

Impact Factor = 0.368 (Academic Accelerator, 2022-2023), Cytowania = 6 (Google
Scholar, 20/09/23), Punkty Ministerstwa Edukacji i Nauki = 70 (2023)

Mo¢j udzial obejmowatl przeprowadzenie do$wiadczen, w szczegodlnosci time-ChIP
sprzezonego z wysokoprzepustowym sekwencjonowaniem dla wariantu histonu H3.3 wraz z
natlozeniem danych na specyficzne domeny genomu, modyfikacji histonowych (H3K9ac,
H3K27ac, H3K9me3 i H3K27me3). Ponadto opracowatem szczegdélowy protokot metody
(bedacy czescig publikacji), porownalem nasze podejscie do innych istniejacych technik oraz

napisatem manuskrypt.

Oswiadczenia wspotautoréw o indywidualnym udziale w pracy - Zatgcznik 5

C. Przeglad celu naukowego, uzyskanych wynikdéw oraz ich potencjalnego zastosowania:

i. Wstep

Epigenetyka to proces, ktory wywodzi si¢ z biologii rozwoju i opisuje dziedziczony
fenotyp wynikajacy ze zmian w komoérce, bez zmian w sekwencji DNA®. Mechanizmy
epigenetyczne odgrywajg kluczowsg rolg w utrzymywaniu stabilnych stanow ekspresji gendw.
Dzieje si¢ to podczas rozwoju, jak i w dorostoéci. Oznacza to, ze komorki wykorzystuja te
mechanizmy do okreslenia, czy dane geny powinny by¢ wlaczone lub wylaczone, co jest
niezbedne do budowy réznorodnych tkanek i umozliwia specjalizacj¢ komorkowa w
organizmie. To czyni mechanizmy epigenetyczne fundamentalnymi dla funkcjonowania
organizméw wielokomorkowych®,

Utrzymanie stanéw ekspresji genow jest regulowane przez petle sprz¢zenia zwrotnego.
Moga one funkcjonowaé poprzez elementy dzialajace in cis — fragmenty DNA w poblizu
genow, ktore kontroluja; lub czynniki dziatajace in trans — bialka regulacyjne zdolne do

wigzania sie z DNA i aktywacji transkrypcji®. Te mechanizmy sg tak stabilne, Ze komorki
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zachowuja specyficzng ekspresje genow nawet po przejsciu przez tak destrukcyjne procesy jak
reprogramowanie do komadrek macierzystych®’ lub transplantacja jadra do innej cytoplazmy?.
Innymi stowy, pomimo znaczacych zmian lub manipulacji, systemy utrzymujace stany
ekspresji genow pozostajg zaskakujaco stabilne i niezawodne.

Chromatyna to kompleks biatka i DNA odpowiedzialny za upakowanie materiatu
genetycznego. Jest on centralnym elementem kontrolujacym utrzymanie represji genow
opartym o petle sprzgzenia zwrotnego in cis. W tym celu, dedykowane mechanizmy
komorkowe sg wykorzystywane do odczytywania i kopiowania okreslonych chemicznych
znacznikéw w celu utrzymania stanu wyciszenia genéw podczas cyklu komdrkowego —
replikacji i mitozy®. Przyktadami takich mechanizméw epigenetycznych sa metylacja DNA w
wyspach CpG*° oraz metylacja histonéw: H3K9me (histon 3 lizyna 9)112 i H3K27me (histon
3 lizyna 27)%,

Innym mechanizmem utrzymywania ekspresji genow sa petle sprzezenia zwrotnego
oparte o czynniki transkrypcyjne. Moga one utrzymywacé zaréwno Stany represji jak i
aktywacji'* . W tych petlach czynniki transkrypcyjne nie tylko reguluja ekspresje genow
docelowych, ale takze wtasng. Po pierwotnym uruchomieniu czynnik transkrypcyjny aktywuje
transkrypcje wlasnego genu i w ten sposob utrzymuje programy regulacji genow w
nieskonczono$é?’.

Co zaskakujace, petle sprzezenia zwrotnego oparte 0 czynniki transkrypcyjne moga
podtrzymywac¢ aktywne stany ekspresji, ale nie zawsze sg do tego niezbedne. Przyktadem jest
czynnik transkrypcyjny MyoD, zdolny do zmiany stanu zréznicowania komorek*®. Ekspresja
MyaoD jest wystarczajaca do zroznicowania fibroblastu w mioblast, ale nie jest wymagana do
utrzymania tozsamosci komorki migsniowej — ekspresji gendw markerowych migsnia. Zostato
to odkryte przez kontrolowana mutacje genu MyoD w modelu mysim!®. Ta obserwacja
sugeruje, ze oprocz petli sprzezenia zwrotnego czynnikow transkrypcyjnych, inne procesy, by¢
moze oparte 0 mechanizmy in cis (jak podczas wyciszania), sa zaangazowane w zachowanie
aktywnych stanow transkrypcyjnych. Co zaskakujace, takie mechanizmy nie sg znane. Ten
brak w wiedzy jest wynikiem ztozonej natury transkrypcji. Jest to wysoce dynamiczny proces,
w ktorym udziat bierze wiele czynnikéw?. Z tego powodu dziedzina epigenetyki koncentruje
si¢ prawie wytacznie na mechanizmach odpowiedzialnych za utrzymywanie represji genow.

Sposobem na rozwigzanie tego problemu i uzyskanie dostgpu do nowych procesow in
cis kontrolujgcych utrzymywanie aktywnych stanow ekspresji genow jest rozdzielenie procesu
transkrypcji od czynnikOw, ktore zapewniaja jej ciagle dziatanie. To jednak jest trudne do

osiggnigcia doswiadczalnie, poniewaz te dwa procesy sa $ciSle ze sobg powigzane. Aby
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osiggnac takie rozlagczenie i odkry¢ nowe, oparte na chromatynie mechanizmy epigenetyczne
regulujace utrzymanie aktywnych stanow ekspresji, badam zjawisko wrodzonej pamieci
immunologicznej (Rycina 1A). Podczas tego procesu, komdrki zarazone patogenem
uruchamiajg odpowiedz odpornosci wrodzonej, aby zwalcza¢ zagrozenie. Po ustgpieniu
infekcji komorki zapamigtuja ten stres. W konsekwencji, jesli ponownie napotkajg bodziec,
reagujg na niego Silniej. Kluczowym aspektem jest, ze ten proces nie jest czgscig nabytej
odpowiedzi immunologicznej, poniewaz efekt trwa tylko kilka miesiecy i nie jest specyficzny
dla danego mikroorganizmu®. Gospodarz narazony na pewna klase patogenéow wykazuje
wzmocniong odpornos$¢ rowniez na inne czynniki infekcyjne. Na przyktad ekspozycja myszy
na B-glukan, cukier pochodzenia grzybicznego, prowadzi do wzmocnionej odpornosci na
bakterie Staphylococcus aureus??.

W swojej pracy, po zdobyciu stopnia doktora, badalem wrodzong pamigé
immunologiczng na poziomie ekspresji genow - zjawisko zwane pamiegcig transkrypcyjng
(Rycina 1B). Komorki zaindukowane przez dany czynnik, zostaja pobudzone. Pozniej, po kilku
dniach od poczatkowej ekspozycji, ponowna stymulacja prowadzi do zwigkszonej ekspres;ji

okreslonych genow?2,

WRODZONA PAMIEC Rycina 1. Wrodzona pamig¢é immunologiczna i pamieé
IMMUNOLOGICZNA transkrypcyjna.  (A)  Podstawa  wrodzonej  pamieci

zwiekszona odpowiedz
na infekcje

>

immunologicznej: organizm wytwarza odpowiedz odpornosci

wrodzonej i wzmocniong reakcje po drugiej infekcji. (B)

§ pamigé
gl s = Podstawa pamigci transkrypcyjnej: geny reagujq na
E /\ < okreslony sygnat i po ponownej ekspozycji na ten sam sygnat

odpowiedz
wrodzonego systemu

' —

o WD esugsinigg chprest
PAMIEC iodz koma i i
TRANSKRYPGYJNA Odpowiedz komérkowa na interferony stanowi cenny
B zwiekszona System modelowy do badania epigenetycznego procesu

SE— pamieci transkrypcyjnej24‘28. W mojej pracy udato mi sie

3

Ef pamigé¢ opracowa¢ niezawodna procedur¢ do badania tego aspektu,
:% czas wykorzystujgc interferon gamma (IFNy) jako induktor?’,
in:i_u\%:ja reiEukcja Badanie pamigci transkrypcyjnej z wykorzystaniem IFNy

otworzyto przede mng unikatowa, dotad nieznang mozliwos¢ rozdzielenia procesu transkrypcji

od komponentdw utrzymujacych aktywne stany ekspresji genow.
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Celem tego osiggniecia nmaukowego jest zrozumienie nowych mechanizméw
epigenetycznych kontrolujacych utrzymanie aktywnych stanow ekspresji genow, poprzez
zrozumienie komoérkowych i molekularnych aspektow pamieci transkrypcyjnej
indukowanej interferonem gamma (IFNy), a takze rozwoj nowej metody badania tego

problemu.

il. Szczeqgltowy opis publikacji zawartych w osiggnieciu naukowym:

Wojciech Siwek*, Sahar S.H. Tehrani, Jodo F. Mata and Lars E.T. Jansen*. (2020) Activation
of clustered IFNy target genes drives cohesin-controlled transcriptional memory.

Molecular Cell. doi.org/10.1016/j.molcel.2020.10.005

*Autorzy korespondencyjni
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inicjacja pamigci jest hamowana przez kohezyne.
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Podczas pamieci transkrypcyjnej IFNy, komorki wystawione na dziatanie cytokiny
zapamigtuja to doswiadczenie i beda silniej reagowac na druga ekspozycje IFNy. Istotnym
elementem tego systemu jest fakt, co pokazaty poprzednie prace, ze pamigé transkrypcyjna
IFNYy jest utrzymywana w nieobecnoéci ekspresji genow pamieci®*?® (warte uwagi jest, ze te
pomiary zostaly wykonane jedynie krotko po usunigciu pierwszego sygnatu). To sugeruje, ze
system oferuje unikalng mozliwo$¢ oddzielenia procesu transkrypcji od czynnikow
utrzymujacych ekspresje gendw, a tym samym odkrycia nowych mechanizmdw, opartych na
chromatynie (lub in cis), regulujacych stabilng ekspresje genow.

Prace z innych laboratoriéw pokazaty, ze gen MHC klasy II, HLA-DRA, ma silny
fenotyp pamieci transkrypcyjnej IFNy w komorkach Hela?*. Co wigcej, odkryto korelacje
pokazujaca, ze metylacja histonu H3K4 (H3K4me2), Polimeraza RNA 112425, wariant histonu
H3.3 i metylacja histonu H3K36 (H3K36me3)?® sa utrzymywane na promotorach genow
pamigci po wymyciu pierwszego sygnatu. Kluczowe jest jednak, ze analogicznie jak dla
pomiaréw stabilnosci transkrypcji te doswiadczenia wykonano jedynie krotko po usunigciu
cytokiny, co uniemozliwia okreSlenie roli tych znacznikbw w procesie pamigci
transkrypcyjnej. Oprécz elementow chromatyny, opisanych powyzej, z procesem zwigzane sg
jeszcze inne czynniki: Nup98 — sktadnik poru jadrowego®®, a takze kompleks mediatora
CDK8+%,

W tej pracy naszym celem byta doktadna charakterystyka pamieci transkrypcyjnej IFNy
i ustanowienie tego systemu jako modelu do badania tego zjawiska. W konsekwencji odkrycie
petli sprz¢zenia zwrotnego opartej na chromatynie regulujacej utrzymanie aktywnych stanow
ekspresji genow.

W poczatkowym etapie, aby rozszerzy¢ obserwacje pamigci transkrypeyjnej IFNy poza
gen modelowy (HLA-DRA), przeprowadzili$my analiz¢ transkryptomu (RNA-seq) i w ten
sposob odkryli$my nowg rodzing genéw GBP (ang. Guanylate Binding Proteins), ktora
wykazuje silny fenotyp pamigci transkrypcyjnej. GBPs sa grupa czynnikow, ktore odgrywaja
role w hamowaniu replikacji patogenéw wewnatrzkomorkowych®, a takze w promowaniu
odpowiedzi zapalnej®!. Sposrod zidentyfikowanych genéw GBP5 wykazal najmocniejszy efekt
pamigci, silniejszy niz wezesniejszy model — HLA-DRA. Zweryfikowalismy t¢ obserwacje dla
GBP5 metoda ilosciowego PCR (RT-qPCR) jak i na poziomie biatka przez western blot. Co
wazne, odkryliSmy, Ze pamig¢é transkrypcyjna IFNy nie jest specyficzna dla komorek
nowotworowych (HeLa), poniewaz prawidtowe fibroblasty, pochodzace z linii pierwotnych,

réwniez wykazuja ten efekt.
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Weczesniej inne laboratoria badaly efekt pamieci 48 godzin po usunieciu cytokiny?*2°,

jednak doktadna dlugo$¢ trwania pamieci nigdy nie zostatla zmierzona, co utrudnia
wyciagnigcie mechanistycznych wnioskow. Majac to na uwadze, postanowilismy okresli¢ czas
trwania pamigci transkrypcyjnej IFNy. Stymulowali$my komorki HelLa IFNy, nastgpnie
usun¢lismy cytoking i pozwoliliSmy komorkom rosnaé przez kilka dni. W kolejnym kroku,
pobralismy komorki (po reindukcji) do analizy biatka i RNA. Odkryli$my, ze pami¢é trwa
ponad 14 dni, co jest rownowazne wielu cyklom podziatu komorki. Po tym czasie komorki
wracajg do swojego pierwotnego, niepobudzonego stanu. Nasze badania pokazaty, ze pamigé
transkrypcyjna indukowana przez IFNy jest dlugotrwata, ale nie permanentna.

Nastepnie scharakteryzowaliSmy efekt pamiegci transkrypcyjne; IFNy na poziomie
komorkowym wykonujac doswiadczenie sekwencjonowania transkryptomOw pojedynczych
komorek (scRNA-seq). Nasze odkrycia ujawnily, ze zjawisko pamieci transkrypcyjnej jest
wynikiem dwoch potgczonych procesow: (1) zwigkszonej transkrypcji genu — wigkszej liczby
czasteczek mRNA na komorke; oraz (2) zwiekszonego prawdopodobienstwa transkrypcji genu
— wiegkszej liczby komorek biorgcych udziat w ekspresji genu po ponownej stymulacji. Istotne
jest, ze drugi aspekt (zwigkszone prawdopodobienstwo ekspresji) ma znacznie wigkszy ogolny
wplyw na pamig¢ transkrypcyjna. ZweryfikowaliSmy nasze spostrzezenia poprzez inzynieri¢
linii komorkowej — wstawienie kasety GFP w gen GBP5. Za pomocg tego narzg¢dzia i analizy
cytometrycznej potwierdziliSmy, ze gtownym efektem pamieci transkrypcyjnej IFNy jest
rzeczywiscie zmiana prawdopodobienstwa zaangazowania komodrek w transkrypcje po
poczatkowej stymulacji, a nie wzmocniona transkrypcja genu GBP5 w pojedynczej komorce.
Ponadto, uzywajac stworzonej linii komorkowej, przeprowadzili$my doswiadczenie $ledzenia
komorek metoda FACS (ang. Fluorescence-Activated Cell Sorting). Odkrylismy, ze komorki,
ktére w poczatkowej stymulacji angazowaly si¢ w transkrypcj¢, maja wigksza szans¢ na
ckspresj¢ GBP5 po ponownej stymulacji. Nasze badania pokazaty, ze zmiana
prawdopodobienstwa ekspresji genu pamigci po wezesniejszej indukeji jest glownym motorem
pamigci transkrypcyjne;.

Nastepnie postanowilisSmy sprawdzié, czy proces transkrypcji jest wymagany do
utrzymania pamigci transkrypcyjnej. ChcieliSmy zbadaé, czy nawet minimalne poziomy
transkrypcji moga by¢ wystarczajace, aby utrzymaé geny w stanie gotowosci do reaktywacji.
Aby to okresli¢, przeprowadziliSmy nastepujace doswiadczenie. Stymulowali§my komorki
IFNy, a nastgpnie usunelismy cytoking. Po kilku dniach pobieralismy probki (komdrki bez
drugiej indukcji). Doktadnym i czutym pomiarem ilosciowego PCR (RT-gPCR) odkrylismy,
ze ekspresja genow pamigci (GBPS i HLA-DRA) powraca do poziomu bazowego po usunigciu
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IFNy. Aby rozszerzy¢ nasze obserwacje na inne geny, zastosowaliSmy inhibitor Polimerazy
RNA II (triptolid), aby sprawdzi¢, czy globalna transkrypcja jest wazna w utrzymaniu pamigci
— co jest charakterystyczne dla petli sprzgzenia zwrotnego czynnikéw transkrypcyjnych. Po
stymulacji IFNy potraktowali$my komorki inhibitorem i przeprowadzili$my pomiar RT-qPCR.
OdkryliSmy, ze globalna transkrypcja nie jest wymagana do utrzymania pamieci
transkrypcyjnej IFNy, co dodatkowo sugeruje obecnos¢ mechanizmoéw regulacyjnych opartych
na chromatynie.

Aby okresli¢, jakie wilasciwosci chromatyny moga odgrywac role w utrzymaniu
pamiegci transkrypcyjnej, przeprowadziliSmy analiz¢ genomowa w zakresie dostepnosci
chromatyny (ATAC-seq) jak i obecnosci okreslonych czynnikow lub modyfikacji (ChIP-seq):
Polimeraza RNA 11, wariant histonu H3.3 i modyfikacje histonow: H3K27ac, H3K36me3,
H3K79me2, H3K4me2. Ustalilismy, ze zaden z tych markerow nie jest utrzymywany na
genach pamigci dlugoterminowo po usunieciu IFNy. Godny uwagi wyjatek stanowi H3K4me2,
ktory wykryliSmy na genach pamigci 2, ale nie 7 dni po usunigciu cytokiny. Biorgc pod uwage
nasze odkrycie, ze pami¢¢ moze trwa¢ 14 dni, jest mato prawdopodobne, ze badane czynniki i
modyfikacje odgrywaja Kluczows rol¢ w utrzymaniu pamigci transkrypcyjnej. Nasze dane
przecza wczesniejszym doniesieniom okreslajacym badane modyfikacje jako kluczowe dla
pamigci transkrypcyjnej?+28.

W konsekwencji otrzymania danych negatywnych, postanowili$my zmieni¢ nasze
podejscie i przyjrzec si¢ blizej pozycjom gendow pamieci W genomie. Zauwazylismy, ze geny
wykazujace silng pamig¢ transkrypcyjng znajdujg si¢ w klastrach, sasiaduja ze sobg na DNA.
To sugeruje, ze pojedynczy mechanizm pamigci moze regulowaé wiele gendw. Przyktadem
takiego mechanizmu jest kontrolowany w rozwoju klaster gendéw globiny. W tym przypadku
pojedynczy region regulacyjny determinuje ekspresj¢ okreslonego genu globinowego w
zaleznoéci od stadium rozwoju®2. Aby sprawdzi¢, czy podobny mechanizm moze kontrolowaé
klastry genow pamigci, postanowiliSmy skoncentrowa¢ si¢ w naszych badaniach na
kompleksie kohezyny. Kohezyna to kluczowy czynnik biatkowy regulujacy zwijanie sig
genomu®. W celu globalnego usunigcia kohezyny, a wiec rozwiniecia genomu, Uzyli$émy
technologii degronu indukowanego auxyna®*. Odkrylimy, Ze to powazne zaburzenie materiatu
genetycznego komorki nie ma wptywu na utrzymanie pamigci transkrypcyjnej IFNy.

Nastepnie postanowiliSmy sprawdzié, czy zwijanie genomu odgrywa role w inicjacji
pamigci transkrypcyjnej IFNy. W tym celu, usun¢liSmy kohezyng tuz przed pierwsza indukcja
1 przetestowaliSmy wplyw perturbacji na pami¢¢ za pomoca RNA-seq. Co zaskakujace,

zaobserwowali$my wzmocniong reakcje genow pamig¢ w klastrach: MHC klasy 11 i GBP. Aby
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lepiej zrozumiec tg obserwacje, potwierdzi¢, ze kohezyna reguluje inicjacj¢ pamieci lokalnie,
a nie przez niespecyficzny efekt globalnego usunigcia; przeprowadziliSmy eksperyment ChIP-
seq w celu wykrycia pozycji genomowych kohezyny w poblizu klastra GBP. Uzyskana wiedza
umozliwita nam usuniecie kilku miejsc wigzania kohezyny z pobliskiego obszaru GBP przez
wyciecie metoda CRISPR-Cas9. Nastepnie, zmierzylismy wptyw perturbacji na pamigé genow
GBP i MHC klasy II. Zidentyfikowalismy pojedyncze miejsce wigzania kohezyny w klastrze
GBP, ktdére hamuje inicjacje pamieci transkrypcyjnej IFNy, ale tylko lokalnie w genach GBP,
a nie w drugim klastrze pamigci — MHC klasy II.

Podsumowujac, opracowalismy wydajny system do badania pamigci transkrypcyjnej
IFNy, oparty na nowym modelowym genie pamigci — GBP5. Poza tym, okresliliSmy, ze efekt
pamiegci wystepuje zaréwno w komorkach nowotworowych jak i prawidtowych. Dodatkowo,
szczegotowo scharakteryzowaliSmy to zjawisko: okreslilismy dlugo$¢ pamigci i jej
stochastyczny charakter. Co wiecej, odkryliSmy molekularny mechanizm Kkontrolujacy
inicjacje pamigci transkrypcyjnej IFNy (Rycina 2).

Ponadto ustaliliSmy, ze pamie¢¢ transkrypcyjna IFNy jest specyficznym procesem
kontrolowanym lokalnie. Wskazujg na to dwa dowody. (1) Inicjacja pamieci transkrypcyjnej
nie jest zalezna jedynie od szlaku przekazywania sygnatu, poniewaz tylko mata liczba genow
reagujacych na IFNy wykazuje pami¢¢, mimo ze kilka tysiecy jest indukowanych przez
cytokine. (2) Eliminacja miejsca wigzania kohezyny (kompleksu biatek odpowiedzialnego za
zwijanie genomu) w poblizu gendw GBP prowadzi do wzmocnienia tworzenia pamieci tych
gendw, ale nie genow MHC Klasy II, zlokalizowanych w innym miejscu w genomie.

Najwazniejsze W tej pracy jest to, ze wykazali$my, iz pamig¢¢ transkrypcyjna IFNy nie
jest petla sprzezenia zwrotnego czynnikow transkrypcyjnych, poniewaz: (1) pamigé nie jest
permanentna; (2) nie wykryliSmy indukcji i stabilnej ekspresji zadnych czynnikow
transkrypcyjnych; (3) nie wykrylismy stabilnie otwartej chromatyny po usunigciu IFNy (cechy
charakterystycznej dla wigzania czynnikow transkrypceyjnych); i wreszcie (4) transkrypcja nie

jest wymagana do utrzymania pamigci.
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Rycina 3. STATI jest wymagany do inicjacji, ale nie do utrzymania pamieci transkrypcyjnej

niewystarczajgcy
do pamieci

indukowanej IFNy. Transkrypcja nie jest wystarczajgca do inicjacji pamieci transkrypcyjnej.
STAT1 jest niezbedny do inicjacji, ale nie do utrzymania pamieci transkrypcyjnej. Fosforylacja
STAT1 w pozycji S727 jest utrzymywana wiele dni po wymyciu IFNy. Reindukcja IF Ny skutkuje
szybszym wigzaniem STATI i IRF1 do genow pamieci.

Proces inicjacji pamigci transkrypcyjnej nie jest w petni poznany. Rola czynnikow

transkrypcyjnych w pamieci transkrypcyjnej zostata okreslona w systemach roslinnych®-3 i

h?%37  ale nie u ssakéw. Bogata literatura opisuje pare dedykowanych czynnikéw

drozdzowyc
transkrypcyjnych (STAT1 1 IRF1), ktére pracuja w sposob kaskadowy, regulujac sygnalizacje
IFNYy®. Przy zwigzaniu IFNy z receptorem, aktywowany jest czynnik transkrypcyjny STAT1.
Odbywa si¢ to przez jego fosforylacje®®. Aktywacja STAT1 prowadzi nastepnie do ekspresji
wtornego czynnika transkrypcyjnego znanego — IRF1. Udziat IRF1 dodatkowo poglebia
reakcje komorki na IFNy*.

W tym badaniu, wykorzystaliSmy opracowany przez nas system pamieci

transkrypcyjnej IFNy, aby zrozumie¢ rolg transkrypcji i specyficzne funkcje kluczowych
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rodzin czynnikow transkrypcyjnych, STAT 1 IRF, w inicjacji i utrzymaniu pamigci
transkrypcyjnej.

W pierwszym kroku, aby przetestowa, czy sam proces transkrypCji genu jest
wystarczajacy do ustanowienia pamigci transkrypceyjnej IFNy, postanowili§my oming¢ szlak
sygnalizacji IFNy, aktywujac gen pamigci za pomoca narzedzia biologii syntetycznej —
CRISPRa-SAM (ang. CRISPR-Cas9 Synergistic Activation Mediator)*°. Ustaliliémy warunki
aktywacji genu pami¢ci GBP1 i odkrylis$my, ze proces transkrypcji nie jest wystarczajacy do
ustanowienia pamigci. Oznacza to, ze W tym przypadku do inicjacji pamieci transkrypcyjnej
wymagany jest system specyficzny dla szlaku sygnalizacji IFNy.

Aby lepiej zrozumieé, jak kontrolowane s3a geny pamigci, przeprowadziliSmy
kinetyczny pomiar otwartos$ci chromatyny (ATAC-seq), w celu okreslenia roznic w predkosci
aktywacji promotorow genow wykazujacych pamig¢ podczas indukcji i reindukcji. Zgodnie z
naszymi oczekiwaniami, zaobserwowalismy, ze chromatyna wokot gendw pamigci otwiera si¢
szybciej, gdy komorki sa reaktywowane w poréwnaniu z pierwsza aktywacja.

Nastepnie, aby zrozumie¢ jakie czynniki transkrypcyjne moga odgrywacé role w
pamigci, za pomocg mutagenezy CRISPR-Cas9, przeanalizowali§my seri¢ kandydatéw z
rodzin STAT i IRF (STATL, STAT2, STAT3, STATSB, IRF1, IRF9). Okreslilismy, ze STAT1
i IRF1 sa kluczowe w aktywacji genu GBP5. W kolejnym kroku, przeprowadzilismy
eksperyment kinetyczny CUT&RUN?*. Metoda pozwolita nam $ledzi¢ predkosé wiazania
STAT1 i IRF1 przy indukcji i reindukcji IFNy. Zaobserwowalismy, ze w reaktywacji STAT1
1 IRF1 byly rekrutowane w szybszym tempie w pordwnaniu z pierwotng aktywacja.

Na kolejnym etapie, skupilismy si¢ na STAT1 — pierwszym czynniku transkrypcyjnym
szlaku sygnalizacji IFNy®. W naszych wcze$niejszych badaniach zaobserwowali$my, ze
stymulacja IFNy pobudza ekspresje genu STAT1%’. To sktonito nas do rozwazenia czy pamigé
moze by¢ regulowana na poziomie transkrypcji genu STATL. Aby sprawdzi¢ ta hipoteze,
zmutowaliSmy STATI, a nastgpnie wprowadzilimy go z powrotem do komorki pod
konstytutywnym promotorem. W ten sposéb, ustalilismy, Ze regulacja transkrypcyjna STATI
nie ma wptywu na pamig¢ transkrypcyjna IFNy.

Aby dodatkowo zbada¢ wptyw indukcji komdrek przez IFNy na STATL, stworzylisSmy
lini¢ komoérkowa poprzez wprowadzenie do genu STAT1 kasety GFP. Wykorzystalismy to
narzedzie do pomiaru predkosci importu STATI1 do jadra komdrkowego w trakcie indukcji i
reindukcji IFNy. Odkrylismy, ze import STAT1 przebiega z taka sama predkoscia w obu

warunkach.
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Nastepnie skupiliSmy si¢ na zrozumieniu roli fosforylacji STAT1 w konteks$cie pamigci
transkrypcyjnej. Na poczatek, fosforylacji STAT1 na tyrozynie, w pozycji 701 (Y701)%®. Ta
modyfikacja jest kluczowa dla aktywacji STAT1. Aby zrozumie¢ rolg tej fosforylacji w
utrzymaniu pamigci, zastosowalis$my specyficzny inhibitor, zwigzek drobnoczasteczkowy. Jest
on w stanie inhibowa¢ aktywno$¢ kinazy JAK, ktora odpowiada za fosforylacj¢ STATI w
pozycji Y701%. Potraktowalismy komoérki tym zwigzkiem w czasie pamieci — OKresie
nastepujacym po indukcji. DowiedliSmy, ze zapobieganie fosforylacji STAT1 w oknie pamigci
transkrypcyjnej nie miato znaczacego wplywu na jej utrzymywanie.

Poza fosforylacja w pozycji Y701, STAT1 jest rowniez fosforylowany na Serynie 727
(S727). Ta modyfikacja jest niezbedna do pelnej aktywnosci tego czynnika transkrypcyjnego™2.
Zaskoczeniem bylo nasze odkrycie, ze fosforylacja STAT1 727 jest utrzymywana dtugo po
usuni¢ciu IFNy. To bylo nieoczekiwane, poniewaz typowe zdarzenia fosforylacji majg
tendencj¢ do szybkiego zanikania po usunigciu bodzca, ktory je wywotuje. Aby sprawdzié, czy
ta fosforylacja STAT1 odgrywa role w utrzymaniu pamiegci transkrypcyjnej IFNy,
zaprojektowalismy linie komorkowa w ktorej gen STATL zostat zmodyfikowany degronem
dTAG*. Umozliwito nam to tymczasowe usuniecie STAT1 po dodaniu specyficznego
zwigzku drobnoczgsteczkowego. Odkrylismy, ze usuniecie STAT1 po pierwszej indukcji nie
wplywa na utrzymanie pamigci transkrypcyjnej. To sugeruje, ze stabilna fosforylacja STAT1
w pozycji 727 lub jakakolwiek inna stabilna modyfikacja STAT1 nie jest kluczowym
czynnikiem odpowiedzialnym za utrzymywanie pamieci transkrypcyjnej. Warto podkresli¢, ze
fosforylacja STAT1 w pozycji 727 lub inna modyfikacja moze nadal odgrywac wazng rol¢ w
przypadku dynamicznego dodawania znacznika.

Dodatkowo, wykorzystalismy lini¢ komorkowa STATI1 dTAG, aby okresli¢, czy
STAT1 jest wymagany do inicjacji pamieci transkrypcyjnej. Podczas fazy indukcji
tymczasowo usun¢liSmy STATI1 z komorek za pomoca systemu dTAG. OdkryliSmy, ze
STATI jest niezbedny do inicjacji pamigci transkrypcyjnej. To, wraz z obserwacja, ze sama
transkrypcja nie jest wystarczajaca, czyni STAT1 kluczowym, specyficznym czynnikiem w
inicjacji pamigci transkrypcyjnej IFNy.

Podsumowujac, w tej pracy pokazalismy, ze sam proces transkrypcji nie jest
wystarczajacy, aby zainicjowaé pamig¢. UstalilisSmy, ze STAT1 i IRF1 odgrywaja kluczowe
role w regulacji genéw GBP. ScharakteryzowaliSmy kinetyczng odpowiedz komorek na
poziomie molekularnym na indukcje i reindukcje¢ IFNy oraz pokazalismy zwickszong szybkos¢
rekrutacji STATL i IRF1 przy reindukcji. ZbadaliSmy odpowiedz STAT1 w pamigci
transkrypcyjnej oraz odkryliSmy, ze fosforylacja STAT1 S727 jest utrzymywana dtugo po
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wyptukaniu IFNy. Mimo tego, zaobserwowalismy, ze stabilne utrzymywanie modyfikacji na
STAT1 nie jest niezbedne do utrzymywania pamigci. Wreszcie odkrylismy, ze STATI jest
fundamentalny dla inicjacji pamigci transkrypcyjnej IFNy (Rycina. 3).

Wojciech Siwek*, Mariluz Gomez-Rodriguez*, Daniel Sobral, Ivan R. Corréa Jrand Lars E.T.
Jansen. (2018) time-ChIP: a method to determine long-term locus-specific nucleosome
inheritance. Methods in Molecular Biology. doi.org/10.1007/978-1-4939-8663-7_7
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Rycina 4. time-ChIP: metoda do okreslania diugoterminowego dziedziczenia nukleosomow

streptawidyna

specyficznych dla danego locus. (A) Schemat reakcji enzymu SNAP z CP-Biotyng, w wyniku
ktorej dochodzi do kowalencyjnego wyznakowania znacznika SNAP biotyng przez reaktywng
cysteing (S). (B) Schemat doswiadczenia time-ChIP. Komorki produkujgce histon z
dotgczonym znacznikiem SNAP sq inkubowane z CP-Biotyng. Nastgpnie, Substancja jest
wymywana a po pewnym czasie czes¢ znakowanych histondw ulega wymianie w nukeosomach.

W okreslonych momentach komorki sq lizowane, izoluje si¢ jgdra i uwalnia chromatyne 2

16



Wojciech Siwek Autoreferat

uzyciem MNazy. Biotynolowane nukleosomy sq izolowane, oczyszczane na Ztozu
streptawidynowym i poddawane analizie ilosciowego PCR (QPCR) lub sekwencjonowaniu

wysokoprzepustowemu.

Nukleosom jest podstawowym elementem budujagcym chromatyne, ktéra odgrywa
kluczowg role w utrzymywaniu stabilnych stanéw ekspresji genow. Jest to osiggane poprzez
rozne mechanizmy, w tym obecno$¢ okreslonych wariantéw histonéw i ich modyfikacji*4. Aby
zrozumie¢, w jaki sposob histony mogg dziata¢ jako no$niki informacji epigenetycznej,
konieczne jest zrozumienie ich dynamiki w odniesieniu do cyklu komorkowego.

Istnieje kilka metod pomiaru dynamiki nukleosomow z informacja o ich potozeniu w
genomie (kinetyka histonow dla okre$lonych loci). Ponizej oméwie dwie kluczowe techniki.

CATCH-IT (ang. Covalent Attachment of Tags to Capture Histones and Identify
Turnover)® opiera sie na krotkim wyznakowaniu (podczas translacji) endogennych bialek.
Nowo tworzony proteom jest wyznakowany za pomocg azidohomoalaniny, zwigzku
chemicznego bedacego analogiem metioniny. Nast¢pnie, po pewnym czasie przeprowadza si¢
chemiczne przylaczenie biotyny, po ktérej nastepuje izolacja chromatyny i oczyszczenie
wyznakowanych histonow z wykorzystaniem streptawidyny. To, w polaczeniu z
sekwencjonowaniem wysokoprzepustowym, daje dane kinetyczne wigzania histonow w
danym miejscu genomu. Ta metoda dostarcza cennych informacji na temat tego, jak szybko
histony sg zastepowane w okreSlonych loci. Wadg tego podejécia jest to, ze nie pozwala
analizowa¢ dynamiki specyficznych wariantow histonow. Co wiecej, poniewaz ta metoda
opiera si¢ na pomiarach dynamiki nowo powstatych biatek, nie nadaje si¢ do wykrywania
stabilnych puli nukleosomow.

RITE (ang. Recombination Induced Tag Exchange)*® umozliwia pomiar kinetyczny
specyficznych histondéw. Zasada RITE polega na wykorzystaniu wersji wariantu histonu, do
ktorego, poprzez inzynieri¢ genetyczna, przylaczony jest znacznik, co umozliwia tatwa
identyfikacj¢ histonu. Dodatkowo, ta specyficzna modyfikacja genu histonu umozliwia
wymiane znacznika na inny po aktywacji przez enzym rekombinaze Cre. Ta wymiana jest
genetyczna, co oznacza trwala®®. Jedng z fundamentalnych wad systemu RITE jest to, Ze
wykazuje on opdzniong reakcje na indukcje rekombinazy Cre. Enzym musi zostaé
aktywowany i dokonac katalitycznej reakcji w genomie, nastepnie zmodyfikowany gen histonu
musi ulec transkrypcji, translacji i inkorporacji do chromatyny. Oznacza to, ze proces wymiany
znacznikOw nie nastepuje natychmiast po indukcji, co wprowadza opdznienie w pomiarze

kinetycznym.
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Celem naszej pracy byto ustanowienie nowatorskiej metody pomiaru dlugoterminowe;j
dynamiki nukleosomow w skali catego genomu z wysoka rozdzielczo$cia, ktora rozwigzuje
wyzej opisane problemy.

Kluczowym elementem naszej metody jest enzym SNAP zdolny do katalitycznego
samo znakowania. SNAP mozna podda¢ znakowaniu w zywych komérkach. Zwyczajowo
wykorzystywane sa do tego barwniki fluorescencyjne*’. My zmodyfikowali$émy to podejscie
opracowujac strategi¢ znakowania SNAP biotyng a nastepnie oczyszczania SNAP-histondw
na podtozu ze streptawidyng (Rycina 4A). To pozwala nam na izolacj¢ i bezposredni pomiar
retencji histonow w chromatynie w okreslonych loci, w komorkach ludzkich. Nazwalismy te
metode time-ChlP, poniewaz strategia jest analogiczna do doswiadczenia immunoprecypitacji
chromatyny (ChIP) z dodanym komponentem czasowym, w celu okreslenia dynamiki
nukleosomow.

Biotynylacje SNAP mozna przeprowadzi¢ za pomocg komercyjnie dostepnego zwiazku
chemicznego — BG-Biotyny (New England Biolabs). Jednak w celu poprawienia wydajnosci
reakcji opracowali$my udoskonalony substrat CP-Biotyne. Umozliwito to bardziej wydajng i
specyficzng biotynylacje¢ SNAP w chromatynie w zywych komorkach.

Aby przeprowadzi¢ pomiary dynamiki chromatyny metoda time-ChIP, zywe komorki
eksprymujace fuzje histonoOw-SNAP sg krétko-terminowo znakowane substratem biotyny.
Nastepnie nadmiar zwigzku jest wyptukiwany, a kKomorki pozostajg w hodowli, aby umozliwic¢
wymiane histonéw w nukleosomach. W nastepnej kolejnosci, chromatyna jest izolowana i
enzymatycznie fragmentowana za pomocg MNazy. Wyznakowane nukleosomy sg nastepnie
izolowana na podtozu ze streptawidyna. Z tak otrzymanych nukleosoméw izolowane jest DNA
do pomiaru w ilosciowym PCR (qPCR) lub wysokoprzepustowym sekwencjonowaniu
(Rycina. 4B).

W serii doswiadczen typu ,,proof-of-concept” potaczyliSmy time-ChlP z qPCR dla
wariantu histonu H3.1-SNAP i wykazaliSmy, ze histon H3.1 moze by¢ utrzymywany na
konkretnym DNA nawet podczas intensywnej transkrypcji lub replikacji. Dodatkowo
wykorzystalismy  metode time-ChlIP  w  potaczeniu z  wysokoprzepustowym
sekwencjonowaniem dla wariantu histonu H3.3-SNAP. Wybrali$my ten wariant, poniewaz ma
on znany charakterystyczny rozklad w genomie zwigzany z aktywnos$cig genow*®. Nastepnie
potaczyliSmy nasze dane z informacja o aktywnych (H3K9ac, H3K27ac) i nieaktywnych
(H3K9me3, H3K27me3) czgsciach genomu. Pokazalismy, ze szybka wymiana histondw
koreluje z aktywnymi cze$ciami genomu, co wskazuje, ze nasza fuzja histonu H3.3-SNAP

zachowuje si¢ zgodnie z oczekiwaniami. To pokazuje, ze metoda time-ChIP w polaczeniu z
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wysokoprzepustowym sekwencjonowaniem mozemy uzyska¢ wglad w dynamike chromatyny
dla specyficznego locus w genomie.

Podsumowujac, w tej pracy opisaliSmy nowa metode wraz ze szczegdlowym
protokotem, zwang time-ChIP. Umozliwia ona pomiar lokalnej dynamiki i dziedziczenia
histonéw za pomoca iloSciowego PCR oraz wysokoprzepustowego sekwencjonowania. Time-
ChIP rozwiazuje problemy charakterystyczne dla innych analogicznych podej$¢. Bazuje na
inzynierii genetycznej, dzigki czemu umozliwia pomiary dla okreslonych wariantow histonow.
Umozliwia znakowanie biatka po jego translacji, dzigki czemu moze by¢ wykorzystywany do
pomiaru dynamiki dlugoterminowej. Wreszcie, reakcja SNAP jest procesem szybkim, co
eliminuje opdznienia w odpowiedzi na znakowanie. Gtéwna wada time-ChlP jest niska
wydajno$¢ znakowania biotyng (ze wzgledu na ograniczong przepuszczalno$¢ blony
komorkowej), co wymaga uzycia duzej liczby komoérek. Problem ten czeSciowo

rozwigzali$my, opracowujgc ulepszony substrat dla SNAP (CP-Biotyna).

iii. Podsumowanie wynikéw osiagniecia naukowego

Podsumowujac, w tym osiggni¢ciu naukowym opracowali$my wydajny system, oparty
na stymulacji ludzkich komorek IFNy, do badania waznego zjawiska epigenetycznego — jakim
jest pamig¢ transkrypcyjna. ScharakteryzowaliSmy to zjawisko szczegdétowo na poziomie
komorkowym 1 ustaliliSmy, ze pamig¢ transkrypcyjna IFNy nie jest utrzymywana przez
sprz¢zenie zwrotne czynnikow transkrypcyjnych, a zatem najprawdopodobniej jest
kontrolowana przez chromatyng. Co wigcej, odkryliSmy, ze pamig¢ transkrypcyjna IFNy jest
regulowana lokalnie, pokazaliémy, ze kompleks kohezyny hamuje inicjacj¢ pamigci in cis.
Dodatkowo ustalilismy, ze sama transkrypcja nie jest wystarczajaca do inicjacji pamigci
transkrypcyjnej. Ponadto zidentyfikowaliSmy kluczowe czynniki transkrypcyjne uczestniczace
w tym zjawisku i wykazaliSmy, ze STAT1 jest wymagany do inicjacji pamigci transkrypcyjne;.
Odkryli$my rowniez posttranslacyjng modyfikacje STATI, ktéra utrzymuje si¢ dlugo po
usunigciu IFNy.

Ponadto, opracowalismy nowa metode, dlugoterminowego pomiaru dynamiki
nukleosoméw, w skali catego genomu, w zywych komorkach, zwang time-ChIP. Procedura
moze by¢ potaczona z ilosciowym PCR Iub wysokoprzepustowym sekwencjonowaniem.
Technika time-ChIP oparta jest na inzynierii genetycznej, dzigki czemu mozna go wykorzystac¢

do pomiaru dynamiki okre§lonych wariantéw histonow. Potwierdziliémy dziatanie tej metody
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dokonujac pomiaréw dynamiki wariantu histonu H3.3 i polaczeniu tych wynikow z informacja

o aktywnych i nieaktywnych cz¢éciach genomu.

iv. Wyniki ponad osiagniecie naukowe

Oprécz wynikow przedstawionych w ramach tego osiggniecia naukowego, badam
pamie¢ transkrypcyjng IFNy za pomocg dwdch sposobow.

Pierwszy oparty jest na hipotezie. Tu skupitem si¢ na identyfikacji wilasciwosci
chromatyny, ktora korelowataby z okre§lonym czasem trwania pamieci®’. Skoncentrowalem
si¢ na badaniu modyfikacji H3K4me (metylacja lizyny 4 na histonie 3), poniewaz silnie
koreluje z transkrypcja*® i wykazano, ze (H3K4me2, dimetylacja) jest zaangazowana w pamie¢
transkrypcyjna?*?>%. Przeprowadzitem analize chromatyny dla komérek nie indukowanych,
indukowanych oraz 7 dni po usunigciu IFNy. Zaobserwowalem, ze H3K4mel
(monometylacja) jest utrzymywany przez co najmniej tydzien na genie pamigci, w
przeciwienstwie do H3K4me3 (trimetylacja) i me2 (dimetylacja), ktore sg tracone znacznie
szybciej (dane niepublikowane). Jest to w zgodzie z wynikami z laboratorium Gioacchino
Natoli, gdzie wykazano, ze H3K4mel koreluje z obecnoscig tzw. utajonych enhanceréw w
komorkach makrofagow®. Moja obserwacja doprowadzita do hipotezy, ze elementy cis bogate
w H3K4mel w poblizu gendw pamigci sg kluczowe dla utrzymania pamigci transkrypcyjnej
[FNy.

W ramach alternatywnego podejscia, nie opartego na hipotezie, przeprowadzitem jako
niezalezny stypendysta Marie Sktodowskiej-Curie w Massachusetts General Hospital, Harvard
Medical School przesiew genetyczny w skali calego genomu. Wykorzystalem do tego celu
narzedzie CRISPR-Cas9. W ten sposdb, zidentyfikowatem potencjalne czynniki regulujace
utrzymanie, ale takze inicjacj¢ pamigci transkrypcyjnej IFNy.

Obecnie aktywnie rozwijam obie te $ciezki badawcze jako adiunkt w
Migdzynarodowym Centrum Badah nad Szczepionkami Przeciwnowotworowymi na

Uniwersytecie Gdanskim.

V. Plany na przysztos¢é oraz potencjalne zastosowania otrzymanych wynikéw

Moim gtownym celem w odniesieniu do pamigci transkrypcyjnej IFNy jest

zrozumienie, w jaki sposob ten proces dziata mechanistycznie na poziomie molekularnym. Jak
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inicjowana jest pami¢¢ transkrypcyjna i jak jest ona utrzymywana dlugoterminowo? Jestem
przekonany, ze dzigki narzedziom, wiedzy i wynikom wstepnym, ktore do tej pory
wygenerowatem, bede w stanie odpowiedzie¢ na fundamentalne pytanie w epigenetyce: w jaki
sposdb mechanizmy regulacyjne oparte na chromatynie utrzymuja aktywne stany
transkrypcyjne.

Zamierzam ponadto bardziej szczegdétowo pozna¢ mechanizmy  pamigci
transkrypcyjnej w badaniach na monocytach izolowanych z prébek klinicznych. Wierze, ze to
otworzy droge dla nowych technologii biomedycznych. Monocyty wykazuja silng wrodzong
pamie¢ immunologiczng®®. Dodatkowo moga réznicowaé do makrofagéw lub komorek
dendrytycznych®®. Te dwa rodzaje komdrek sa obecne we wszystkich tkankach organizmu®,
s kluczowe w stanach zapalnych i gojeniu ran®®, jak réwniez koordynuja adaptacyjna
odpowiedz uktadu immunologicznego poprzez prezentacje antygendw limfocytom T,
Wierze, ze wyniki moich badan otworza nowe mozliwosci manipulacji wrodzonym uktadem
odporno$ciowym. To utoruje droge do wspotpracy z przemystem, stworzenia nowych miejsc

pracy w sektorze biotechnologicznym i nowych immunoterapii.

Uzyskanie stopnia doktora habilitowanego umozliwi mi rekrutacje doktorantow

i prace nad zrealizowaniem wyzej wymienionych celow.
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5. Znaczaca dzialalno$¢ naukowa prowadzona w wiecej niz jednej instytucji naukowej:

Od poczatkowych etapow mojej kariery daze do niezalezno$ci naukowej. Podczas
studiow magisterskich na Uniwersytecie Warszawskim miatem zaszczyt pracowaé w
laboratorium, ktore umozliwito mi realizacj¢ wiasnego projektu badawczego. W tym czasie
zafascynowatem si¢ molekularnymi mechanizmami regulacji gendw i od tego czasu podazam
ta Sciezka. Ponadto odbylem staz migdzynarodowy w cenionym na catym $wiecie instytucie
badawczym, Sainsbury Laboratory w Wielkiej Brytanii.

Aby lepiej pozna¢ mechanizmy regulacji gendw, podczas studiow doktoranckich w
Migdzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej i Komorkowej w Warszawie skupitem

si¢ na biologii strukturalnej interakcji biatko-DNA. Opracowatem wtasny projekt badawczy i
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przekonalem do niego mojego promotora. Dodatkowo zdobylem stypendium naukowe (z
Wojewodztwa Mazowieckiego) i oraz finansowanie badan, jako kierownik projektu (z
Narodowego Centrum Nauki, NCN). Moje wysitki doprowadzity do odkrycia mechanizmu
strukturalnego lezacego u podstaw specyficznego rozpoznawania metylowanego DNA przez
biatka. Badania opisane zostaly w dwoch publikacjach (migdzy innymi), w
miedzynarodowym, recenzowanym czasopi$mie, W ktorych jestem pierwszym autorem, a dla
drugiej pracy takze autorem korespondencyjnym (Siwek et al. Nucleic Acids Research, 2012 i
Mierzejeska, Siwek et al. Nucleic Acids Research, 2014). W czasie trwania mojego projektu
doktorskiego zainicjowatem owocng i1 dlugotrwatg wspotprace z laboratorium spektrometrii
mas w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN, a wyniki tej wspotpracy staly si¢ czeScia
opublikowanej pracy (Mierzejeska, Siwek i in. Nucleic Acids Research, 2014), a takze mojego
doktoratu. Napisalem manuskrypty opisujagce moje wyniki jak réwniez wspomagatem prace
moich mtodszych kolegdéw i kolezanek w laboratorium. Co wigcej, w tym czasie ukonczytem
rowniez studia podyplomowe z Metod Chemii Analitycznej na Uniwersytecie Warszawskim.

W ramach mojego stazu podoktorskiego, poczatkowo w Instituto Gulbenkian de
Ciéncia, PT, a nastgpnic na Wydziale Biochemii, Uniwersytetu Oksfordzkiego w Wielkiej
Brytanii, oba w laboratorium Larsa Jansena, zdecydowatem si¢ rozszerzy¢ i skonsolidowaé
moje zainteresowania regulacjg genéw ponad biologig strukturalng do bardziej fizjologicznego
uktad modelowego. Zainicjowatem nowatorski temat naukowy skupiajacy si¢ na regulacji
gendw w komorkach ssakow, wykraczajgcy poza specjalizacje laboratorium gospodarza.
Odkrytem mechanizm, dzigki ktéremu w komorkach ludzkich powstaje pamig¢ transkrypcyjna
/ wrodzona pami¢¢ immunologiczna (Siwek et al. Molecular Cell, 2020). W tej pracy jestem
pierwszym, ale rowniez autorem korespondencyjnym. W tym czasie, bytem takze opiekunem
naukowym doktorantki (Sahar Tehrani, ,,Role of transcriptoin factors in transcriptional
memory”). Wspolpraca z nig zakonczyla si¢ publikacja, na ktorej jestem autorem
korespondencyjnym (Tehrani et al. EMBO journal, 2023). Dodatkowo opracowatem
nowatorskg metode pomiaru dynamiki nukleosomow, ktora zaowocowata publikacja, na ktorej
jestem pierwszym autorem (Siwek et al. Methods in Molecular Biology, 2018). W ramach stazu
podoktorskiego zdobylem stypendium naukowe oraz, jako wspotkierownik wraz z moim
mentorem, grant badawczy.

Osiggnigcia podczas stazu podoktorskiego, a takze narzedzia i metody, ktdre
opracowatem w tym czasie, pozwolity mi zdoby¢ stypendium Marie Sktodowska-Curie, aby
kontynuowa¢ prace nad pamigcig transkrypcyjng jako niezalezny pracownik naukowy w

Massachusetts General Hospital (MGH), Harvard Medical School, USA oraz w
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Migdzynarodowym Centrum Badan nad Szczepionkami Przeciwnowotworowymi (ICCVS) na
Uniwersytecie Gdanskim. Dodatkowo, zdobytem stanowisko adiunkta w ICCVS wraz z
finansowym pakietem startowym na ustanowienie i rozwoj laboratorium oraz uzyskatem grant
Sonata od Narodowego Centrum Nauki (NCN) na badanie molekularnych mechanizméw
pamigci transkrypcyjnej IFNy.

Podsumowujac, w mojej pracy daze do niezaleznos$ci, ale i wspolpracy w celu
osiggniecia znaczacych odkry¢ naukowych. Od poczatku kariery do obecnych rol jako adiunkt
i niezaleznego Kierownik grantéw, podejmowatem inicjatywy, projektowatem prace naukowe,
zdobywatem fundusze, mentorowatem innych naukowcdéw i w znacznym stopniu

przyczynitem si¢ do naszego zrozumienia regulacji genow 1 pamigci transkrypcyjne;.

6. Osiagniecia dydaktyczne, organizacyjne i popularyzujace nauke:

Wierze, ze obowigzkiem naukowca poza prowadzeniem badan jest promocja nauki w
spoteczenstwie. Majac to na uwadze juz podczas studiow magisterskich, wraz z BioCentrum
Edukacji Narodowej (Biocen) wspotorganizowatem warsztaty szkoleniowe w laboratorium dla
uczniéw szkot srednich. Inicjatywa ta miata na celu zapewni¢ uczestnikom bezposrednie
doswiadczenie w laboratorium, pobudzajgc ich ciekawos$¢ i entuzjazm dla nauki.

Podczas studiow doktoranckich zatozytem naukowy klub dyskusyjny ,,DoScience”. W
ramach klubu zorganizowali$my ponad 25 spotkan naukowych otwartych dla publicznosci. Na
uwage zastuguja dwa duze wydarzenia sponsorowane przez EMBO, w ktérych uczestniczyli
noblisci: Venki Ramakrishnan i Brian Kobilka. Oprdcz tego bytem wspotopiekunem studentki
studiow magisterskich (Marta Doliwa, “Type III CRISPR complexes from Thermus
thermophilus™) oraz opiekunem stazysty w laboratorium.

Podczas mojego stazu podoktorskiego bytem czlonkiem reprezentantow badaczy ze
stopniem doktora w Instituto Gulbenkian de Ciéncia, PT. W ramach komitetu
wspotorganizowatem warsztat recenzji publikacji naukowych sponsorowany przez czasopismo
eLife. Ponadto bylem wyktadowca w programie doktorskim Instituto Gulbenkian de Ciéncia,
PT — modut biologii molekularnej i strukturalnej. Dodatkowo, bytem wspodtopiekunem
doktorantki (Sahar Tehrani, ,,Role of transcriptoin factors in transcriptional memory”) oraz
opiekunem stazysty w laboratorium. Poza tym bylem rowniez cztonkiem komitetu naukowego
w konferencji: International Young Scientists Conference on Molecular and Cell Biology w
2020 roku. Jestem rowniez recenzentem ad hoc dla kilku czasopism naukowych, w tym

Epigenetics and Cancer Communications.

26



Wojciech Siwek Autoreferat

7. Inne wazne informacje dotyczace kariery zawodowe;:

Podczas mojej pracy naukowej zawsze aktywnie staram si¢ zwigkszy¢ Swoje
umiejetnosci. W latach 2015-2018 uczestniczylem w programie szkoleniowym ,,Gulbenkian
Training Program in Bioinformatics”. Ten kompleksowy program obejmowal szesS¢
intensywnych kursow, ktore dostarczyly mi doglebnej wiedzy na temat réznych aspektow
analizy danych bioinformatycznych. Ponadto, podczas mojego pobytu w Stanach
Zjednoczonych, odbylem dziewigciomiesigczny kurs ,,Leadership in Research”, prowadzony
przez Uniwersytet Harvarda. To intensywne szkolenie bylo kluczowym krokiem w
doskonaleniu moich umiejetnosci w zakresie zarzadzania laboratorium 1 wyposazeniu mnie w
niezbedne narz¢dzia do stworzenia i prowadzenia grupy badawczej na Uniwersytecie
Gdanskim.

Oswiadczam, Ze nie ubiegatem si¢ wczesniej o stopien habilitacji.

Signed by /
Podpisano przez:

Wojciech
Mieczystaw Siwek
Uniwersytet
Gdanski

Date / Data:
2023-09-25 11:34

(podpis wnioskodawcy)
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