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Ocena osiggnigcia naukowego, dodatkowego dorobku naukowego, dydaktycznego i
organizacyjnego dr Wojciecha Siwka w sprawie nadania stopnia naukowego doktora
habilitowanego

Pan dr Wojciech Siwek ukonczyt w 2007 studia na Wydziale Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego. W okresie realizacji pracy magisterskiej w pracowni prof. Jacka Henniga w
Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN odbyt staz naukowy w Laboratorium Sainsbury w Norwich,
w Wielkiej Brytanii. Studia doktoranckie realizowal w Migdzynarodowym Instytucie Biologii
Molekularnej i Komérkowej w Warszawie pod opieks prof. Mathiasa Bochtlera. W 2014 roku
obronil prace doktorskg zatytulowang ,,The mechanism of action of N6-methyladenine dependent
restriction endonuclease R.DpnI” uzyskujgc dyplom z wyréznieniem. Jego wyniki przyczynity sie
do odkrycia mechanizmu strukturalnego lezgcego u podstaw specyficznego rozpoznawania
metylowanego DNA przez biatka.

Bezposrednio po obronie doktoratu dr Wojciech Siwek uzyskat stypendium z portugalskiej
fundacji Fundagdo para a Ciéncia e Tecnologia i odbyl czteroletni staz podoktorski w
laboratorium profesora Larsa Jensena w Instituto Gulbenkian de Ciéncia w Oeiras. W 2018 roku
prof. Lars Jensen uzyskal pozycj¢ kierownika grupy na Unmiversity of Oxford i tam pod jego
kierunkiem dr Wojciech Siwek kontynuowat swe badania nad epigenetycznymi mechanizmami
dziedziczenia chromatyny i pamigci transkrypcyjnej w latach 2019 — 2020. Osiagniecia podczas
stazu podoktorskiego, a takze narzedzia i metody, ktére opracowat w tym czasie, pozwolily mu
zdoby¢ stypendium Marie Sklodowska-Curie, aby w latach 2021-2023 kontynuowaé prace nad
pamigcig transkrypcyjng w laboratorium prof. Boba Kingstona w Massachusetts General Hospital,
Harvard Medical School, w USA. W 2023 roku uzyskal stanowisko adiunkta w
Migdzynarodowym Centrum Badan nad Szczepionkami Przeciwnowotworowymi (ICCVS) na
Uniwersytecie Gdanskim, gdzie prowadzi samodzielne badania nad mechanizmem pamigci
transkrypcyjne;j.

Po obronie doktoratu dr. Wojciech Siwek poglebiat wiedze i doskonalit swe umiejetnosci
poprzez uczestnictwo w licznych warsztatach i kursach naukowych organizowanych przez
prestizowe instytucje jak EMBO, University of Oxford czy Harvard Medical School. Odbyt
intensywne kursy z bioinformatyki, podstawowe;j i stosowanej immunologii oraz biologii komérki.



Ponadto uczestniczyl w warsztatach z pisania i recenzowania publikacji naukowych oraz szkoleniu
dla kierownikow grup badawczych.

Ocena osiggnigcia naukowego stanowigcego cykl publikacji pod wspolnym tytulem
»Mechanizmy epigenetyczne w utrzymaniu aktywnych stanéw transkrypcyjnych” objetego
postegpowaniem habilitacyjnym

Przedstawione do oceny osiagniecie naukowe stanowigce podstawe postepowania
habilitacyjnego dr Wojciecha Siwka to cykl trzech wieloautorskich prac, dwdch
eksperymentalnych i jednej metodycznej. Tematyka prac, okreslona tytulem osiggnigcia
habilitacyjnego, jest spdjna. Prace te byly cytowane ponad 37 razy (w momencie skladania
dokument6w), ich catkowity IF wynosi 33,6 a liczba punktoéw MNiSW — 470.

Nalezy podkreslié, ze prace eksperymentalne ukazaly sie w czasopismach
migdzynarodowych o najwyzszej, uznanej renomie. Udziat habilitanta w tych wybitnych pracach
jest dominujacy, co zastuguje na najwyzsze uznanie. Jest ko-korespondencyjnym autorem prac
Molecular Cell, 2020 i EMBO Journal, 2023, a zarazem pierwszym autorem prac Methods in
Molecular Biology, 2018 i Molecular Cell, 2020. Habilitant precyzyjnie okreslit swoj udziat w
poszczegllnych artykulach, a jego deklaracje mozna zweryfikowaé na podstawie o$wiadczef
poszczegllnych autoréw. Zaprojektowanie do$wiadczeh opisanych w pracach Molecular Cell,
2020 i EMBO Journal, 2023 wydaje si¢ byé domeng habilitanta podczas gdy opracowanie
koncepcji badan, procz habilitanta, deklaruje réwniez kierownik laboratorium, Lars Jansen.

Zagadnienie naukowe cyklu prac skladajagcych si¢ na osiggniecie habilitacyjne dr. Siwka
dotyczy molekularnego mechanizmu lezacego u podstaw zjawiska pamieci transkrypcyjnej. Jest to
proces epigenetyczny, ktory polega na zachowaniu aktywnego stanu transkrypcji w odpowiedzi na
bodziec. W konsekwencji, jesli komorki napotkaja ponownie ten sam bodziec, reaguja na niego
silniej. Tematyka ta jest wybitnie nowatorska zas badania habilitanta dokumentujg zupelnie nowe,
niekonwencjonalne aspekty epigenetycznego mechanizmu regulacji ekspresji genéw lezace u
podstaw wrodzonej opornosci immunologiczne;.

Zasadniczym tematem recenzowanego osiggniecia habilitacyjnego jest molekularny
mechanizm pamigci transkrypeyjnej indukowanej interferonem gamma (IFNy), cytokiny, ktéra jest
mediatorem odpowiedzi odpornosciowej. Z poprzednich badan wiadomo bylo, ze pierwotna
indukcja interferonem powoduje przejciowy, odwracalny wzrost ekspresji pewnych genéw
odpowiedzi immunologicznej, nazwanymi genami pamieci, a transkrypcja tych genéw nie jest
wymagana do wzmocnienia odpowiedzi wtérnej. Brak takiego wymagania stwarzat wykorzystang
przez habilitanta mozliwo$é badania mechanizmu utrzymujgcego ekspresje genéw niezaleznie od
procesu transkrypcji.

Celem pierwszej z prac ecksperymentalnych wchodzacych w  sklad osiagnigcia
habilitacyjnego (Molecular Cell, 2020) byla dokladna charakterystyka pamieci transkrypcyjnej
IFNy i ustanowienie modelowego systemu do badania tego zjawiska. Dr Wojciech Siwek
przeprowadzil analiz¢ poréwnawcza transkryptomu komérek poddanych pierwotnej i wtdrnej
indukcji IFNy, ktéra potwierdzita zmiang ekspresji kontrolnego genu pamigci HLA-DRA i
doprowadzila do odkrycia grupy genéw GBPs (ang. Guanylate Binding Proteins) jako nowych
genéw pamigei. Pamigé transkrypcyjna indukowanych IFNy genéw GBP zostala nastgpnie



potwierdzona na poziomie RNA i biatka. Habilitant ustalil ze pamigé transkrypcyjna IFNy jest
utrzymywana przez ponad 14 cykli podzialu komérkowego. Za pomocg sekwencjonowania RNA
pojedynczych komérek (scRNA-seq), cytometrii przeptywowej oraz FACS (ang. Fluorescence-
activated Cell Sorting) dr Wojciech Siwek stwierdzil, ze pamieé transkrypcyjna jest osiagnicta
przez zmiang prawdopodobiefistwa zaangazowania pierwotnie indukowanych komérek w
transkrypcj¢ genow pamieci.

Kolejne eksperymenty wykonane przez habilitanta potwierdzily, ze aktywna transkrypcja
nie jest niezbedna dla utrzymania pamieci komoérkowej. Mimo, Ze zadna z klasycznych
modyfikacji histonéw nie jest dtugoterminowo utrzymywana na genach pamieci IFNy, pamieé
transkrypcyjna IFNy jest regulowana lokalnie w trybie cis. Dodatkowo, habilitant ustalit, ze geny
wykazujgce pamigé transkrypcyjng maja tendencje do lokalizowania sie¢ w klastrach, a inicjacja
pamieci transkrypeyjnej jest hamowana lokalnie przez kohezyne.

Nowatorski charakter tych odkryé zostal podkreSlony przez czasopismo Science
Immunology w artykule “4 cytokine to remember me by” a takze opisany w czasopi$mie Nauka w
Polsce w artykule pt. ,Jak komérki zapamigtujg informacje? Pojawia si¢ nowy trop”. Ponadto,
opisywana publikacja Mol Cell, 2020 zostala zacytowana w Wikipedii pod hastem
wlranscriptional memory”.

Poprzez wykonanie kolejnych eksperymentow habilitant ustalil, ze sama transkrypcja nie
jest wystarczajgea do inicjacji pamieci transkrypcyjnej, a wymagany jest system specyficzny dla
szlaku sygnalizacji IFNy. Analiza udziatu aktywowanych przez IFNy czynnikéw transkrypcyjnego
w kontroli pamigci transkrypcyjnej stanowi temat kolejnej doskonalej pracy eksperymentalnej
nalezacej do cyklu publikacji wchodzacych w sklad osiagnigcia habilitacyjnego dr. Siwka i
powstalej z jego dominujgcym udziatem (EMBO Journal, 2023).

Aby zrozumie¢ jakie czynniki transkrypcyjne moga odgrywaé rol¢ w pamieci, habilitant
przeanalizowal seri¢ kandydatéw z rodzin STAT i IRF stosujgc mutageneze CRISPR-Cas9.
Stwierdzil, ze STATI i IRF1 s3 kluczowe w aktywacji genu GBPS. Stosujgc eksperymenty
kinetyczne habilitant stwierdzit, ze w ponownej aktywacji IFNy chromatyna otwiera si¢ szybciej
niz w aktywacji pierwotnej, a czynniki STATI i IRF1 sa rekrutowane do genu GBP5 w szybszym
tempie w poréwnaniu z pierwotng aktywacja.

Z literatury wiadomo bylo, ze STAT1 jest aktywowany przy zwigzaniu IFNy z receptorem
poprzez zwigkszenie transkrypcji i fosforylacje tyrozyny w pozycji 701 (Y701), natomiast
stymulacja IRF1 jest wtorna. Skupiajac si¢ na roli STAT1, habilitant eksperymentalnie wykluczy}
mozliwo$é, ze pamigé transkrypcyjna moze byé regulowana na poziomie transkrypcji genu STAT]
oraz importu STAT1 do jadra komorkowego. Stwierdzil réwniez, ze zapobieganie fosforylacji
(Y701) STAT1 nie mialo znaczacego wplywu na utrzymywanie pamigci transkrypcyjnej. Odkryl
natomiast, ze fosforylacja seryny 727 w STAT1 (8727), niezbednej do petej aktywnosci tego
czynnika transkrypcyjnego, jest utrzymywana dilugo po usunieciu IFNy. Poprzez konstrukcje i
zastosowanie linii komérkowej w ktérej gen STATI zostal zmodyfikowany degronem dTAG
odkryl, ze usunigcie STATI po pierwotnej indukeji IFNy i stabilna fosforylacja (S727) nie maja
wplywu na utrzymanie pamigci transkrypcyjnej. Natomiast STATI1 jest fundamentalnym
czynnikiem niezbednym do inicjacji pamieci transkrypeyjnej. Reasumujac, STATI jest niezbedny
do inicjacji, ale nie do utrzymania pamieci transkrypcyjne;.



Nalezy podkresli¢ wkiad dr Siwka w udoskonalenie metod molekularnych badania
epigenetycznej regulacji ekspresji genéw na poziomie chromatyny. Praca o charakterze
metodycznym, ktéra wchodzi w sklad osiggniecia habilitacyjnego zostata opublikowana w pi§mie
Methods in Molecular Biology w 2018 roku. Zawiera ona opis i weryfikacj¢ eksperymentalng
nowej, wypracowanej przez habilitanta wysokorozdzielczej metody pomiaru dlugoterminowej
dynamiki nukleosoméw w skali catego genomu nazwanej time-ChIP. Kluczowym elementem tej
metody jest enzym SNAP krotko-terminowo znakowany substratem biotyny. Komorki
produkujgce histon z dolaczonym znacznikiem SNAP inkubowano z CP-Biotyna. Nastgpnie,
substancja wymywano, a po pewnym czasie czg$¢ znakowanych histonéw ulega wymianie w
nukleosomach. W okreslonych momentach z komoérek izolowano jadra, uwalniano chromatyne¢ a
nastgpnie izolowano zwigzanie z RNA nukleosomy, ktore poddawano analizie qPCR Ilub
sekwencjonowaniu wysokoprzepustowemu. Metoda ta pozwala na izolacj¢ i bezposredni pomiar
retencji histondw w chromatynie w okreslonych Joci, w komoérkach ludzkich. Dziatanie metody
time-ChIP potwierdzono przez dokonanie pomiaréw dynamiki wariantu histonu H3.3 i potaczeniu
tych wynikow z informacjg o aktywnych i nieaktywnych czesciach genomu.

Tak wigc wyniki prac dr Wojciecha Siwka wchodzacych w sktad osiggniecia habilitacyjnego
wnoszg bardzo istotne nowe aspekty mechanizmu pamieci transkrypcyjnej w komorkach
eukariotycznych. Poza charakterem nowatorskim, wyniki te majg potencjalny aspekt
biotechnologiczny wskazujac kierunki manipulacji wrodzonym uktadem odpornosciowym.

W autoreferacie dr Siwek opisal takze wyniki wykraczajgce poza osiggniecie habilitacyjne.
Uzyskane przez niego nieopublikowane dane doprowadzily do hipotezy, ze elementy cis bogate w
H3K4mel w poblizu genéw pamigci sg kluczowe dla utrzymania pamieci transkrypcyjnej IFNy.
Niezaleznie, jako stypendysta Marie Sklodowskiej-Curie w Massachusetts General Hospital,
Harvard Medical School habilitant wykonat przesiew genetyczny w skali calego genomu
wykorzystujac do tego celu narzedzie CRISPR-Cas9. W ten sposob, zidentyfikowal potencjalne
czynniki regulujgce utrzymanie, ale takze inicjacje pamieci transkrypcyjnej IFNy.

Ocena dorobku naukowego

W swojego karierze dr Wojciech Siwek opublikowat 7 prac, z ktorych 5 ukazalo sie¢ po
uzyskaniu przez niego stopnia naukowego doktora. Sumaryczny wspétczynnik IF tych prac wynosi
ponad 80, ilo$¢ cytacji przekracza 150, za$ indeks Hirsha wynosi 4.

W skiad osiggnigcia habilitacyjnego wchodza trzy prace, ktére omowiono w pierwszej czesci
niniejszego opracowania. Wyniki swoich badai, nie wchodzacych w sklad osiggniecia
habilitacyjnego, dr Wojciech Siwek opublikowal w postaci czterech prac. Dwie z nich, ktére
ukazaly si¢ w czasopi$mie Nucleic Acids Research w latach 2012 i 2014, zawieraja wyniki
uzyskane w trakcie realizacji pracy doktorskiej i dotycza analizy struktury enzymu R.Dpnl i
specyfiki mechanizmu rozpoznania metylowanego DNA przez to biatko.

Tematyka pozostalych dwoch prac jest pokrewna. Pierwsza praca (Journal of Molecular
Biology, 2019) stanowi analizg struktury krystalicznej i ewolucji enzymu restrykcyjnego NlaIV.
Druga praca (Acta Biochimica Polonica, 2016) ma charakter biochemiczny i stanowi opis izolacji i
badania aktywnosci kompleksu IIT CRISPR z Thermus thermophilus.



Habilitant uczestniczyt w licznych krajowych i1 miedzynarodowych konferencjach
naukowych. Przed obrong pracy doktorskiej dwa doniesienia zostaly opublikowane w FEBS
Journal a cztery przedstawione w formie posteréw na konferencjach, m. in. organizowanych przez
FEBS i EMBO. Wyglosil takze jeden referat konferencyjny. Wyniki uzyskane po obronie pracy
doktorskiej dr. Wojciech Siwek prezentowal w formie plakatow na szesciu konferencjach, w tym
w Cold Spring Harbor i w EMBL w Heidelbergu.

W latach 2017-2022 dr Wojciech Siwek wyglosit pig¢ seminariéw na zaproszenie; ich
tematyka dotyczyta pamigci transkrypcyjnej.

Poza upowszechnianiem wynikow badan naukowych w postaci publikacji, komunikatow
naukowych i referatéw, dr Wojciech Siwek wykazal si¢ takze zdolnosciami w pozyskiwaniu
funduszy na badania naukowe. Podczas wykonywania pracy doktorskiej byl kierownikiem
projektu PRELUDIUM finansowanego przez NCN. W trakcie stazu podoktorskiego uzyskal, wraz
z prof. Larsem Jansenem, finansowanie badan przez portugalskg fundacj¢ Fundagdo para a
Ciéncia e Tecnologia, a nastepnie, z Komisji Europejskiej grant Marii Curie-Sktodowskiej. Srodki
na uruchomienie wlasnego laboratorium w Miedzynarodowym Centrum Badan nad
Szczepionkami Nowotworowymi zdobyt w ramach Programu Milodych Lideréw Grup
Badawczych na Uniwersytecie Gdanskim. Obecnie jest kierownikiem grantu SONATA pt.
“Mechanizmy Inicjacji Pamigci Transkrypcyjnej” finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki.
Byl takze jednym z gléwnych wykonawcow miedzynarodowych projektéw Wellcome Trust i
ERC. Recenzowat publikacje naukowe dla pism Epigenetics i Cancer Communications

Habilitant byl beneficjentem stypendiéw, przyznanym, jak powyzej wspomniano, przez
Fundagdo para a Ciéncia e Tecnologia (stypendium podoktorskie, 2017-2020), Komisje
Europejska (Stypendium Marie Sklodowska-Curie GF, 2021-2024) oraz stypendiéw podr6znych
przyznawanych przez EMBO i FEBS. W 2021 roku otrzymat nagrode ,,Premia na Horyzoncie” z
Ministerstwa Edukacji i Nauki.

Dr Wojciech Siwek jest czlonkiem organizacji i towarzystw naukowych, Harvard Club of
Poland, Marie Sklodowska-Curie Alumni Association, Polskie Towarzystwo Biochemiczne,
komitetu naukowego konferencji International Young Scientists Conference on Molecular and
Cell Biology oraz komisji podoktorskiej w Instituto Gulbenkian de Ciéncia.

Podsumowujgc dorobek naukowy, za najwazniejsze argumenty przemawiajgce za nadaniem
dr Wojciechowi Siwkowi stopnia doktora habilitowanego uwazam:

e nowatorskie osiggnigcia naukowe, ktére znalazly odzwierciedlenie w wybitnych
publikacjach, w ktérych rola habilitant wystepuje jako autor korespondencyjny

® spdjnos¢ tematyki naukowej i konsekwentne rozwijaniec badaf nad pamiecig
transkrypcyjng, ktore doprowadzily do poznania mechanizmu molekularnego tego
zjawiska

e ustanowienie nowatorskiej metody time-ChIP

e doswiadczenie pracy w kilku wybitnych o$rodkach naukowych

¢ umiejgtnos¢ pozyskiwania §rodkéw finansowych na badania

e Samodzielno$¢, kreatywnos$é. Habilitant nie dziata wedtug utartych schematéw, ale
sam tworzy nowe strategie.



e Wytrwalo$¢ i determinacja. Habilitant nie zniecheca si¢ wynikami negatywnymi —
liczne takie zostaly opisane -ale dazy do zrozumienia istoty problemu

Dzialalno$é¢ dydaktyczna, popularyzatorska, organizacyjna

Rownolegle do badan naukowych Pan dr Wojciech Siwek uczestniczyl w ksztalceniu mlodej
kadry naukowej. Byl ko-promotorem pracy doktorskiej realizowanej na University of Oxford oraz
opiekunem jednej magistrantki i dwoch stazystow w Instituto Gulbenkian de Ciéncia w Portugalii.
W 2017 wyglosit wyktad dla uczestnikow szkoty doktorskiej w Instituto Gulbenkian de Ciéncia.

W okresie studiow doktoranckich w Polsce habilitant zalozyt naukowy klub dyskusyjny
“DoScience” i byl wspdtorganizatorem ponad 25 wydarzen naukowych. Byl réwniez
wspolorganizatorem warsztatdéw laboratoryjnych dla licealistow w ramach BioCentrum Edukacji
Naukowe;j.

Whiosek koncowy

Podsumowujgc mojg opini¢ wyrazam przekonanie, ze przedstawione mi do oceny
osiggnigcie naukowe i aktywnos¢ dr Wojciecha Siwka spelniajg warunki konieczne do uzyskania
stopnia doktora habilitowanego.

Popieram wniosek o nadanie Panu dr Wojciechowi Siwkowi stopnia naukowego doktora
habilitowanego w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie biotechnologia.
Whioskuje takze o wyrdznienie osiggnigcia naukowego dr Siwka ze wzgledu na jego nowatorski

charakter.
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