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Zakfad Inzynierii Genomowej

Recenzja
osiggniecia naukowego oraz aktywnosci naukowej dr. Wojciecha Siwka
w zwigzku z postepowaniem o nadanie stopnia doktora habilitowanego w dziedzinie

nauk scistych i przyrodniczych, w dyscyplinie biotechnologia

Podstawowe dane o Kandydacie

Pan dr Wojciech Siwek uzyskat dyplom magistra biotechnologii w 2007 roku na Uniwersytecie

Warszawskim. Nastepnie w tej samej jednostce odbyt studia podyplomowe w zakresie chemii
analitycznej. Stopieri doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia uzyskat w 2014 roku w
Instytucie Biochemii i Biofizyki, Polskiej Akademii Nauk, na podstawie rozprawy doktorskiej pt.
»Mechanizm dziatania enzymu restrykcyjnego R.Dpnl zaleinego od N6-metyloadeniny”. Promotorem
tej wyroznionej rozprawy doktorskiej byt profesor Matthias Bochtler.
Dr Wojciech Siwek ma bardzo bogate doswiadczenie naukowe i wiekszo$é jego aktywnoéci po
uzyskaniu stopnia doktora byta realizowana w prestizowych zagranicznych osrodkach badawczych.
Obecnie dr Wojciech Siwek jest zatrudniony na stanowisku adiunkta w Miedzynarodowym Centrum
Badan nad Szczepionkami Przeciwnowotworowymi na Uniwersytecie Gdariskim.

Podstawa prawna i ocena formalna

Obowigzujgce kryteria oceny odpowiadajg wymaganiom okreslonym w art. 219 ust. 1 pkt 2 Ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 r. poz. 85 z p6in. zm.).
Ocene osiagnie¢ Pana dr. Wojciecha Siwka wykonano na podstawie nastepujgcych materiatéw: (1)
autoreferatu zawierajgcego oswiadczenia Habilitanta o udziale w powstaniu prac stanowigcych
osiggniecie naukowe, (2) wykazu osiggnie¢ naukowych, stanowigcych znaczny wkiad w rozwdj
okreslonej dyscypliny oraz informacji o aktywnosci naukowej, osiggnieciach dydaktycznych,
organizacyjnych i popularyzatorskich, (3) oswiadczen wspétautoréw o ich udziale w powstaniu prac
stanowigcych osiggniecie naukowe. Do wniosku zatgczono réwniez kopie dyplomu potwierdzajgcego
nadanie stopnia doktora oraz kopie publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe. Stwierdzam, ze
przedstawiona dokumentacja jest kompletna, spetnia wymogi formalne i pozwala na
przeprowadzenie oceny osiggniec Habilitanta.



Ocena osiggniecia naukowego

Na osiggniecie naukowe pt. ,,Mechanizmy epigenetyczne w utrzymaniu aktywnych stanéw
transkrypcyjnych" skiada sie cykl 3 powigzanych tematycznie prac eksperymentalnych,
opublikowanych w latach 2018-2023 w renomowanych czasopismach naukowych, tj. Molecular Cell,
EMBO J oraz w wydaniu ksigzkowym Methods in Molecular Biology. We wszystkich publikacjach
udziat dr. Wojciecha Siwka jest wiodgcy (pierwszy autor lub autor do korespondencji). Oswiadczenia
wspotfautorow o ich indywidualnym udziale w pracach zostaty przedstawione w odpowiednim
Zataczniku do wniosku.

Badania dr. Wojciecha Siwka koncentruja sie wokodt zrozumienia mechanizmoéw
epigenetycznych kontrolujgcych ekspresje gendw oraz rozwoju metodyki badan tych problemdw.
Bardziej szczegotowo, Habilitant badat wrodzong pamie¢ immunologiczng na poziomie ekspresji
gendw - zjawisko zwane pamiecig transkrypcyjng. W publikacji nr 1 pt. “Activation of clustered IFNy
target genes drives cohesin-controlled transcriptional memory” Wojciech Siwek*, Sahar S.H. Tehrani,
Jodo F. Mata and Lars E.T. Jansen* opublikowanej w Molecular Cell w 2020 roku, Habilitant badat
komérkowe i molekularne aspekty pamieci transkrypcyjnej indukowanej interferonem gamma (IFNy).
Jest to tematyka niezwykle ciekawa i mato poznana. W wykorzystanym przez Autora systemie
modelowym do badania pamieci transkrypcyjnej, geny reaguja na okreslony sygnat, w tym przypadku
IFNy, i po ponownej ekspozycji na ten sam sygnat ulegajg silniejszej ekspresji. Dobrze znanym
przyktadem takiego systemu jest gen HLA-DRA, wykazujacy silny fenotyp pamieci transkrypcyjnej
IFNy w komorkach Hela. Wykorzystujac analizy transkryptomiczne (RNA-seq) Habilitant
zidentyfikowat nowa rodzine gendw GBP (ang. Guanylate Binding Proteins), ktéra wykazuje silny
fenotyp pamieci transkrypcyjnej. Co ciekawe, funkcja tych gendw jest zwigzana z hamowaniem
replikacji patogendw wewnatrzkomdrkowych oraz promowaniem odpowiedzi zapalnej. Najsilniejszy
efekt pamieci (silniejszy niz wczesniejszy model pamieci transkrypcyjnej — HLA-DRA) wykazywat gen
GBP5. Habilitant wykazat, ze pamie¢ transkrypcyjna indukowana IFNy wystepuje zaréwno w
komérkach Hela jak i zdrowych fibroblastach. Okreslit réwniez czas trwania takiej pamieci
transkrypcyinej (diugotrwata-ponad 14 dni, ale nie permanentna). Wykorzystujgc metody
sekwencjonowania RNA w pojedynczych komérkach (scRNA-seq), cytometrii przeptywowej oraz FACS
dr Wojciech Siwek scharakteryzowat efekt pamieci transkrypcyjnej IFNy na poziomie komérkowym.
Odkryt, ze zjawisko pamieci transkrypcyjnej jest wynikiem zaréwno zwiekszonej transkrypcii genu jak
i wiekszej liczby komdrek biorgcych udziat w ekspresji genu po ponownej stymulacji. W kolejnych
eksperymentach, polegajacych na diugoterminowych pomiarach poziomu RNA i inhibicji polimerazy
RNA 1l, dr Wojciech Siwek wykazat, ze globalna transkrypcja nie jest wymagana do utrzymania
pamieci transkrypcyjnej IFNy. Taki wynik zasugerowat obecnos¢ mechanizmow regulacyjnych
opartych na chromatynie a nie petli sprzezenia zwrotnego czynnikéw transkrypcyjnych.
Wykorzystujac zaawansowane metody badania dostepnosci chromatyny (ATAC-seq) oraz obecnosci
okreslonych czynnikow lub modyfikacji (ChIP-seq) dr Wojciech Siwek wykazat, ze zadna z klasycznych
modyfikacji histonéw nie jest diugoterminowo utrzymywana na genach pamieci. Wynik ten nie
potwierdzit wczesniejszych doniesien o kluczowe] roli badanych modyfikacji dla pamieci
transkrypcyjnej. W wyniku dalszych analiz Habilitant wykazat, ze kluczowe geny pamieci sasiadujg ze
sobg i sg zlokalizowane w klastrach genomowych. Ta wazna obserwacja sktonita autoréw pracy do
zbadania roli kohezyny, czynnika odpowiedzialnego za topologie genomu, w regulacji pamieci
transkrypcyjnej IFNy. Habilitant wykazat, iz globalne usuniecie kohezyny, przy uzyciu technologii
degronu indukowanego auksyng, nie ma wptywu na utrzymanie pamieci transkrypcyjnej IFNy. Bardzo



waznym odkryciem byfo wykazanie, ze kohezyna ma wptyw na inicjacje pamieci transkrypcyjnej IFNy.
Poprzez selektywng delecje poszczegdinych miejsc wigzania kohezyny za posrednictwem technologii
CRISPR/Cas9 autorzy zidentyfikowali miejsca wigzania kohezyny w klastrze GBP. Wykazali, ze
kohezyna specyficznie hamuije inicjacje pamigci transkrypcyjnej IFNy w genach GBP, a nie w drugim
klastrze pamigci — MHC klasy Il. Podsumowuijac, Habilitant wykazat, ze pamieé transkrypcyina IFNy
jest specyficznym procesem kontrolowanym lokalnie i nie jest ona zalezna od transkrypcji i czynnikéw
transkrypcyjnych. Wigzanie kohezyny hamuje indukowane przez cytokiny reakcje pamieci
transkrypcyjnej w klastrach gendw zwiazanych z podstawowymi procesami regulacji odpornosci.
Wyniki opisane w publikacji nr 1 stanowig podstawe do przysztych badari mechanizméw
odpowiedzialnych za nabywanie odpornosci w przypadku komérek raka i procesu autoimmunizacii.
Pozwoli to réwniez na lepsze zrozumienie roli oddziatywari chromatyny dalekiego zasiegu w
posredniczeniu w tych procesach. Badania przedstawione w publikacji nr 1 reprezentujg najwyiszy
poziom naukowy. Przedstawiona praca jest kompleksowa i wykorzystuje najnowoczeéniejsze metody
badawcze. O randze tych badari moze $wiadczyé artykut w prestizowym czasopi$émie Science
Immunology “A cytokine to remember me by”, w ktérym autorzy opisujg okrycia dr. Siwka i ich
znaczenie.

W publikacji nr 2 pt. ,STAT1 is required to establish but not maintain interferon-y induced
transcriptional memory” Sahar S.H. Tehrani, Pawel Mikulski, lzma Abdul-Zani, Jodo F. Mata, Wojciech
Siwek*, Lars E.T. Jansen* opublikowanej w 2023 r w EMBO J autorzy wykorzystali system pamieci
transkrypcyjnej IFNy, aby zrozumie¢ role transkrypcji i funkcje kluczowych rodzin czynnikéw
transkrypcyjnych STAT i IRF w inicjacji i utrzymaniu pamieci transkrypcyjnej. Jest to kontynuacja
wczesniejszych badan, w ktérych nie wyjasniono w jaki sposéb utrzymywany jest stan ,primingu”
genéw pamieci. W eksperymentach, wykorzystujgcych system CRISPRa-SAM (ang. CRISPR-Cas9
Synergistic Activation Mediator) do aktywacji genu pamieci GBP1, dr Wojciech Siwek potwierdzit, ze
sam proces transkrypcji nie jest wystarczajgcy do ustanowienia pamieci. Jednak analiza kinetyki
stanow chromatyny (ATAC-seq) wykazata zwigkszong aktywacje promotoréw genéw wykazujacych
pamig¢ podczas reindukcji IFNy. Poniewaz czynniki transkrypcyjne STAT i IRF reguluja sygnalizacje
IFNy, w kolejnym etapie autorzy zbadali ich rolg w procesie pamieci transkrypcyjnej. Wykorzystujac
technologig CRISPR-Cas9 oraz eksperyment kinetyczny CUT&RUN Habilitant odkryt, ze do aktywacji
genu GBPS5 niezbedne sg czynniki STAT1 i IRF1, ktére podczas reaktywacji sg rekrutowane w szybszym
tempie w poréwnaniu z pierwotng aktywacja. Co ciekawe, regulacja transkrypcyjna STAT1 oraz
szybkos¢ jego importu do jgdra komérkowego w warunkach indukgji i reindukcji nie miata wptywu na
pamigc transkrypcyjng IFNy. Kolejnym waznym odkryciem byto okreslenie roli fosforylacji STAT1 w
kontekscie pamieci transkrypcyjnej. Zaréwno fosforylacja STAT1 na tyrozynie, w pozycji 701 (Y701)
jak i Serynie 727 (S727) nie miata znaczacego wpltywu na utrzymywanie pamieci transkrypcyjnej.
Nieoczekiwanie, ta druga modyfikacja byta utrzymywana dtugo po usunieciu IFNy. Podsumowujac, w
publikacji nr 2 Habilitant wykazat, ze STAT1 jest niezbedny do inicjacji, ale nie do utrzymania pamieci
transkrypcyjnej a reindukcja IFNy skutkuje szybszym wigzaniem STAT1 i IRF1 do genéw pamieci. Jest
to bardzo waine osiggnigcie poszerzajgce nasza wiedze na temat regulacji pamieci transkrypcyjnej i
roli czynnikdw transkrypcyjnych w tym procesie.

Ostatnia z cyklu prac pt. ,Time-ChIP: a method to determine long-term locus-specific
nucleosome inheritance” Wojciech Siwek*, Mariluz Gémez-Rodriguez*, Daniel Sobral, Ivan R. Corréa
Jr and Lars E.T. Jansen jest publikacja opisujagcg nowa metode pomiaru dynamiki nukleosoméw w
skali catego genomu z wysoka rozdzielczoscig. Praca zostata opublikowana w 2018 r w Methods in



Molecular Biology. Opracowana metoda pozwala na izolacje i bezposredni pomiar retencji histondw
w chromatynie w specyficznych loci, w komdrkach ludzkich. Jest ona podobna do metody
immunoprecypitacji chromatyny (ChiIP) z dodanym komponentem czasowym, w celu okreslenia
dynamiki nukleosomdéw. Autorzy wykorzystali strategie biotynylacji SNAP a nastepnie oczyszczania
SNAP-histonéw na podfozu ze streptawidyna. W celu poprawienia wydajnosci reakcji opracowali
udoskonalony, wzgledem komercyjnie dostepnego, substrat CP-Biotyne. Komdrki produkujgce histon
z dotgczonym znacznikiem SNAP sg inkubowane z CP-Biotyna. Po pewnym czasie czes¢ znakowanych
histonow ulega wymianie w nukeosomach. S3 one izolowane i oczyszczane na podiozu ze
streptawidyng. Wyizolowany DNA jest poddawany analizie gPCR Ilub sekwencjonowaniu
wysokoprzepustowemu. Autorzy potwierdzili przydatnosc ich metody w serii eksperymentdéw, gdzie
wykazali m.in. ze histon H3.1 moze by¢ utrzymywany na konkretnym DNA nawet podczas
intensywnej transkrypcji lub replikacji. Wykorzystujagc metode time-ChiP w potaczeniu z
wysokoprzepustowym sekwencjonowaniem dla wariantu histonu H3.3-SNAP wykazali (zgodnie z
oczekiwaniami), Zze szybka wymiana histondw wystepuje w aktywnych czesciach genomu.
Podsumowujac, opracowana przez dr. Siwka metoda umozliwia analize lokalnej dynamiki i
dziedziczenia histonéw za pomocg gPCR oraz wysokoprzepustowego sekwencjonowania. Oprocz
protokotu, autorzy przedstawiajg zalety i ograniczenia metody w odniesieniu do innych istniejgcych
technik. Wsréd wymienianych zalet jest m.in. mozliwos$¢ analizy okres$lonych wariantéw histondw,
identyfikacja regiondw o wysokim i niskim stopniu obrotu (ang. turnover) histonow oraz lokalizacja
puli ,dtugo Zyjacych” histondw. Jest to wartosciowy protokét uzupetniajgcy wachlarz metod do
badania dynamiki nukleosomow.

Podsumowujac, stwierdzam, ie przedstawione do oceny osiggniecie naukowe stanowi
oryginalne rozwigzanie waznego problemu badawczego i przyczynia sie do znaczgcego rozwoju
dziedziny nauki reprezentowanej przez dr. Wojciecha Siwka. Zostato ono opublikowane w postaci
trzech wybitnych, spéjnych tematycznie prac, w ktérych Habilitant petnit role wiodaca. Publikacje
stanowigce osiggniecie naukowe dr. Wojciecha Siwka charakteryzujg sie wysokim sumarycznym
wspotczynnikiem oddziatywania (IF) wynoszacym 33,479. Prace te zostaty opublikowane niedawno,
co moze mie¢ wplyw na stosunkowo niewielkg liczbe ich cytowan, wynoszgca 37 (wg Google Scholar,
20/09/2023). W tym miejscu chciatabym zwrécié uwage na niefortunne sformutowanie tytutu
osiggniecia, ktdre wymagatoby przeredagowania, szczegdinie w polskiej wersji jezykowej.

Ocena pozostatego dorobku naukowego

Poza publikacjami oméwionymi powyzej na dorobek naukowy Habilitanta sktadajg sie 4 prace
opublikowane w latach 2012-2019. Dwie z tych prac powstaly po uzyskaniu przez Pana Wojciecha
Siwka stopnia doktora (H. Czapinska, W. Siwek, et al., ,Crystal structure and directed evolution of
specificity of NlalV restriction endonuclease” Journal of Molecular Biology oraz M. Szychowska*, W.
Siwek*, et al., ,, Type Ill CRISPR complexes from Thermus thermophilus” Acta Biochimica Polonica), a
kolejne dwie powstaty w okresie przed doktoratem (K. Mierzejewska*, W. Siwek1*, et al. ,Structural
basis of the methylation specificity of R.Dpnl” aoraz W. Siwek, et al., “Crystal structure and mechanism
of action of the N6 methyladenine-dependent type IIM restriction endonuclease R.Dpni” Nucleic Acids
Research). Wszystkie prace zostaty opublikowane w czasopismach z listy JCR. Tematyka badawcza
wymienionych prac obejmuje opisanie struktur krystalicznych analizowanych biatek oraz okreslenie
podstaw strukturalnych specyficznego rozpoznawania metylowanego DNA przez biatka. Mimo ze
liczba prac nie jest imponujaca (podobnie liczba ich cytowan), to ranga czasopism i wiodacy udziat



Habilitanta w wiekszosci z nich rekompensujg te stabosé. Poza tym, dr Wojciech Siwek jest
wspotautorem dwoéch doniesiert pokonferencyjnych opublikowanych w FEBS Journal. Sumaryczny
Impact Factor wszystkich publikacji Habilitanta wynosi 80,299; byty one cytowane 153 razy (Google
Scholar, 20/09/2023) a IH wynosi 4. Cho¢ wartosci wskaznikéw naukometrycznych nie sg wysokie, to
dorobek naukowy Habilitanta spetnia wymagania stawiane osobom wnioskujgcym o nadanie stopnia
doktora habilitowanego.

W Autoreferacie dr Wojciech Siwek przedstawit réwniez nieopublikowane badania, ktdére nie
s3 de facto dorobkiem naukowym, a bardziej wpisujg sie w naukowe plany Habilitanta. Wéréd nich
jesf weryfikacja hipotezy, ze elementy cis bogate w H3K4mel w poblizu genéw pamieci sg kluczowe
dla utrzymania pamigci transkrypcyjnej IFNy. Plany dr. Wojciecha Siwka obejmuja réwniez analize
czynnikéw regulujacych inicjacje i utrzymanie pamieci transkrypcyjnej IFNy. Potencjalni kandydaci
zostali weczesniej zidentyfikowani przez Habilitanta na podstawie analiz przesiewowych z
wykorzystaniem technologii CRISPR-Cas9. Dr Wojciech Siwek aktywnie rozwija te $ciezki badawcze
jako adiunkt w Migedzynarodowym Centrum Badari nad Szczepionkami Przeciwnowotworowymi na
Uniwersytecie Gdariskim. Habilitant przedstawia réwniez szereg innych, bardzo ambitnych planéw
badawczych, co swiadczy o jego kreatywnosci i wizji swojej przysztej samodzielnej drogi naukowej. W
2023 r dr Wojciech Siwek uzyskat finansowanie projektu Sonata 18 NCN pt. ,Mechanizmy Inicjacji
Pamigci Transkrypcyjnej”, co pozwoli mu na realizacje ambitnych planéw naukowych.

Aktywnos¢ naukowa, osiggniecia dydaktyczne, organizacyjne i popularyzatorskie

Pan dr Wojciech Siwek ma bardzo bogate doswiadczenie naukowe zdobyte w
migdzynarodowych osrodkach badawczych. W latach 2015-2019 Habilitant odbyt staz podoktorski w
Instytucie Gulbenkian w Lizbonie (mentor: Lars Jansen), nastepnie pracowat kolejno na Wydziale
Biochemii na Uniwersytecie Oksfordzkim (2019-2020) i na Wydziale Biologii Molekularnej,
Massachusetts General Hospital; Wydziat Genetyki, Harvard Medical School, Boston (2020-2021). W
ostatniej placowce pracowat przez kolejne lata (2021-2023) jako stypendysta programu Marie
Sktodowska-Curie, a jego mentorem w Harvard Medical School byt prof. Bob Kingston.

Wsréd swojej aktywnosci naukowej Habilitant wykazat wygtoszenie kilku wykiadéw na
zaproszenie, organizacje miedzynarodowych konferencji i warsztatéw naukowych. Byt kierownikiem
kilku projektéw naukowych, w tym projektu Preludium NCN (UMO-2012/05/N/NZ1/01912), pt.
“Strukturalne podstawy rozpoznawania postreplikacyjnych modyfikacji DNA”; projektu przyznanego
przez Uniwersytet Gdariski “Program mfodych lideréw grup badawczych UG — junG, $rodki na
uruchomienie laboratorium”; projektu stypendialnego Marie Sktodowska-Curie GF pt. “Identification
of transcriptional memory maintenance factors through a cell selection strategy” i
wspotkierownikiem Projektu z Larsem Jansenem (02/SAICT/2017) Fundagio para a Ciéncia e
Tecnologia, PT “Determining chromatin-based mechanisms and biological relevance of long-term
transcriptional memory during innate immune response” (grant nie zainicjowany przez autoréw).

Dr Wojciech Siwek jest lub byt cztonkiem towarzystw naukowych (PTBioch), komitetu
naukowego konferencji czy komisji podoktorskiej. Petnit role recenzenta dla dwdch czasopism
Epigenetics i Cancer Communications. Aktywnie dba o swdj rozwdj naukowy poprzez szkolenia z
zakresu analizy danych bioinformatycznych czy w zakresie zarzgdzania laboratorium (9 mies. kurs
»Leadership in Research” Uniwersytet Harvarda). Co istotne, dr Wojciech Siwek miat dwie przerwy w
pracy badawczej zwigzane z urlopami ojcowskimi. Za swojg dziatalnos¢ naukowa dr Wojciech Siwek



uzyskat szereg nagréd i wyrdznien, w tym nagrode Ministerstwa Edukacji i Nauki ,Premia na
Horyzoncie 2021” oraz stypendia EMBO, FEBS, Marie Skiodowska-Curie GF i stypendium
podoktorskie Fundac3o para a Ciéncia e Tecnologia. Jedynym doswiadczeniem dydaktycznym dr.
Wojciecha Siwka byto petnienie funkcji wyktadowcy w szkole doktorskiej, w Instituto Gulbenkian de
Ciéncia, (tytut wyktadu: “Insights into molecular biology using high throughput sequencing”) oraz roli
wspotopiekuna doktorantki, magistrantki i opiekuna dwdch stazystéw. Ta czes¢ aktywnosci
Habilitanta jest zdecydowanie najstabszg strong wniosku ale po czesci zrozumiata, analizujgc przebieg
jego drogi naukowej. W ramach aktywnosci popularyzatorskiej dr Wojciech Siwek aktywnie
uczestniczyt w promocji nauki jako zatozyciel i wspotorganizator naukowego klubu dyskusyjnego
“DoScience”, Warszawa - zorganizowat ponad 25 wydarzert naukowych. Byl rowniez
wspétorganizatorem warsztatow laboratoryjnych dla licealistéw w BioCentrum Edukacji Naukowej.

Podsumowujac, catkowity dorobek naukowy, dydaktyczny i popularyzatorski dr. Wojciecha
Siwka jest odpowiedni do ubiegania si¢ o nadanie stopnia doktora habilitowanego. Habilitant jest
dobrze przygotowany do prowadzenia dalszej samodzielnej pracy naukowej.

Whniosek koncowy

Na podstawie przedstawionej mi do oceny dokumentacji stwierdzam, ze osiggniecie naukowe
dr. Wojciecha Siwka pt. ,Mechanizmy epigenetyczne w utrzymaniu aktywnych stanéw
transkrypcyjnych”, bedace cyklem powigzanych tematycznie wybitnych artykutow naukowych,
stanowi znaczny wkiad w rozwdj dyscypliny biotechnologia. Jednoczednie potwierdzam, ze dr
Wojciech Siwek wykazat sie istotng aktywnos$cig naukowa w wigcej niz jednej instytucji naukowej, w
tym instytucji zagranicznej. Na tej podstawie wnosze do Rady Dyscypliny Biotechnologia
Uniwersytetu Gdanskiego o nadanie Panu dr. Wojciechowi Siwkowi stopnia doktora habilitowanego
w dziedzinie nauki éciste i przyrodnicze w dyscyplinie biotechnologia.

Z powazaniem,

ebite. 06@&«@

Marta Olejniczak



