Autoreferat

dr Jakub Mieczkowski

Miedzynarodowa Agenda Badawcza
Laboratorium Medycyny 3P
Gdanski Uniwersytet Medyczny

Maj 2020 r.



Imie i Nazwisko

Jakub Mieczkowski

Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

2003 - 2008 r. - studia na wydziale Matematyki, Informatyki i Mechaniki Uniwersytetu
Warszawskiego;

2008 . - tytut magistra matematyki ze specjalizacjg w statystyce stosowane;;

Tytut pracy magisterskiej:

,Maksymalizacja korelacji wynikdw mikromacierzowych z wynikami gqRT-PCR”

2008 - 2013 r.- studia doktoranckie w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im.
M. Nenckiego PAN;

2013r. - tytut doktora nauk biologicznych (cum laude) ze specjalizacjg
w bioinformatyce;
Tytut pracy doktorskiej:

,Optymalizacja i opracowanie nowej metody analizy szlakow sygnatowych zwigzanych
z patogenezg nowotworéw mozgu w oparciu o profilowanie ekspresji genéw”.

Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

03.2016 - 05.2016 r. - Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN,
Post-doc

06.2013 - 06.2016 r. - Harvard Medical School/Massachusetts General Hospital,
Research Fellow in Genetics

08.2016 - 08.2019 r. - Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN,
Senior post-doc — Kierownik podgrupy w ramach Pracowni Neurobiologii Molekularne;j

12.2019 r. - obecnie - Miedzynarodowa Agenda Badawcza; Laboratorium Medycyny
Badawczej 3P w Gdanskim Uniwersytecie Medycznym,
Adiunkt, Kierownik Grupy Biologii Obliczeniowej



Omowienie osiagnieé, o ktérych mowa w art. 219 1 pkt 2 Ustawy
¢ Tytul osiagniecia naukowego

Opracowanie metody rozréznienia aktywnej i dostepnej chromatyny oraz identyfikacji
zmian w strukturze chromatyny wywotanych czynnikami zewnatrzkomérkowymi.
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e Omoéwienie celu naukowego wyzej wymienionych prac i osiggnietych wynikow
wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania

W latach 2013-2016 jako pracownik naukowy uniwersytetu Harvarda uczestniczytem
w kilku projektach dotyczacych czynnikdw epigenetycznych wptywajacych na ekspresije
genow poprzez zmiane stanu chromatyny w komoérkach zdrowych oraz komérkach
nowotworowych'™®. W szczegolnosci, bytem gtéwnym biologiem obliczeniowym
w zespole, ktéry opracowat nowg metode oceny dostepnosci chromatyny, a takze réznic
pomiedzy jej dostepnoscig i aktywnos$cig. Uzyskane wyniki pokazaty, ze obecnos¢
nukleosomow nie wyklucza dostepnosci do tancucha DNA ujawniajgc nowe zasady
regulacji ekspresji genow. Zidentyfikowana regulacja ma miejsce miedzy innymi poprzez
aktywacje adaptacyjnej odpowiedzi na stres (ang. Unfolded Protein Response),
zachodzgcej w chorobach neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Parkinsona czy
choroba Alzheimera. Poza potencjalng wartoscig kliniczng, uzyskane wyniki stanowig
przetamanie jednego z dogmatéw biologii molekularnej, ktéry mowit, ze do aktywacji
chromatyny dochodzi poprzez usuniecie nukleosomow. Gidéwne prace opisujgce
przytoczone wyniki stanowig przedstawione osiggniecie naukowe.

Wstep

Epigenetyka jest stosunkowo nowg dziedzing nauki, ktéra nie ma jeszcze Scisle
okreslonej definicji. Jest to nauka o procesach zachodzgcych w jgdrze komorkowym, ktére
nie sg zwigzane z sekwencjg nukleotydéow w tancuchy DNA. Takimi procesami sg na
przyktad rozmieszczanie tancucha DNA w jadrze komérkowym, tréjwymiarowe
formowanie tancucha DNA czy powigzana z tg strukturg regulacja ekspresji genow.

O ekspresji gendbw w danej komérce decyduje wigzanie sie do DNA kombinaciji
aktywnych czynnikow transkrypcyjnych, ktére aktywujg odpowiednie geny poprzez
wigzanie sie z DNA we fragmentach regulatorowych. W znakomitej wigkszosci
regulatorowe fragmenty DNA to poza genowe, tzn. niekodujgce biatka, fragmenty DNA.
Mozliwos¢ wigzania sie czynnikdéw transkrypcyjnych do DNA jest zwigzana z dostepem
do wybranego fragmentu DNA. Ten z kolei, jest warunkowany przez tréjwymiarowag
topologie taricucha DNA wraz z juz przytgczonymi do niego biatkami, co okreslane jest
jako struktura chromatyny.

Zmiany $rodowiskowe wptywajg na ekspresje gendw w komorkach eukariotycznych,
miedzy innymi poprzez zmiane struktury chromatyny. Pozwalajg one uaktywnionym
czynnikom transkrypcyjnym aktywowaé wczesniej nieaktywne szlaki sygnatowe i procesy
wewnatrzkomérkowe. Poniewaz struktura chromatyny okresla ktére geny mogg byé
aktywowane, jej profi moze pomdc w zrozumieniu i monitorowaniu procesow
komérkowych, takich jak na przyktad onkogeneza czy choroby neurodegeneracyjne.
Wyniki uzyskane w ostatnich latach uwypuklity znaczenie zmian w strukturze chromatyny
i wykazaty ich znaczenie w kontekscie regulacji transkrypciji, w tym w procesach
chorobotwérczych oraz w odpowiedzi na terapie®'°. Dlatego wazne jest precyzyjne
okreslenie zmian zachodzgcych w chromatynie.

Budowa chromatyny

Podstawowg jednostka strukturalng chromatyny w organizmach eukariotycznych jest
nukleosom sktadajgcy sie z biatek histonowych i fancucha DNA''2, Zawiera on tancuch
DNA o dtugosci 147 par zasad, ktory jest owiniety wokét oktameru biatek histonowych,




sktadajgcego sie z dwoéch kopii kazdego z histonow H2A, H2B, H3 i H4. Poza
upakowaniem DNA, nukleosomy odgrywajg rowniez wazng role w kontrolowaniu
dostepnosci do DNA, wplywajgc tym samym na procesy komorkowe, takie jak
transkrypcja, replikacja i naprawa DNA™314,

Zwarte formowanie sie nukleosoméw moze ogranicza¢ dziatanie wielu czynnikéw
regulatorowych specyficznie wigzacych sie do sekwencji DNA, jak i ogélnych sktadnikéw
maszynerii transkrypcyjnej'®. Dostepno$¢ chromatyny, ktorg mozna zmierzy¢ poprzez
ilosciowe okres$lenie ochrony DNA przed trawieniem enzymatycznym odgrywa zasadniczg
role w regulacji ekspresji genow'. Dostepnos¢ DNA w chromatynie jest czesto
kontrolowana przez obecnos¢ nukleosomow'®"®. Wiasciwosci fizyczne nukleosoméow
réznig sie w obrebie catego genomu. Istnieje kilka rodzin komplekséw przebudowy
nukleosomow zaleznych od adenozyno-5'-trifosforanu (ATP), ktére mogg zmieniaé ich
stabilno$¢, budowe i sktad'®.

Jednymi z mechanizméw zmiany struktury chromatyny sg kowalencyjne modyfikacje
histonu oraz zastosowanie "wariantow" histonu, ktére zmieniajg wilasciwosci
zbudowanych z nich nukleosoméw. Moga one wptywac na stabilno$¢ oktameru i zdolnos¢
do tworzenia struktur chromatyny wyzszego rzedu, tzn wptywania na tréjwymiarowa
topologie tancucha DNA'2%%*  Nieprawidtowa struktura chromatyny moze zaburzaé
fizjologiczne funkcjonowanie komorek, na przyktad prowadzi¢ do powstania nowotworu.
Mimo ze uwaza sig, ze nowotwor jest chorobg genomu, sg juz dobrze udokumentowane
zaburzenia w dostepnosci chromatyny ktére wspomagajg, a nawet powodujg procesy
nowotworowe??’. Dodatkowo, korzystna struktura chromatyny moze utatwi¢ leczenie
farmakologiczne®°. W zwigzku z tym, zrozumienie proceséw prowadzgcych do zmian
w dostepnosci chromatyny moze przyczyni¢ sie do poprawy wynikéw istniejgcych terapii,
opracowania terapii wspomagajgcych juz istniejgce, a takze powstania nowych metod
leczenia.

Badania obejmujgce caty genom wykazaty, ze nukleosomy nie sg rozmieszczone
losowo wzdtuz genomu, ale sg relatywnie czeste w niektérych pozycjach, podczas gdy
w innych wystepuijg stosunkowo rzadko'**'=3*, Pozycje nukleosomoéw w obrebie regiondw
genomowych odgrywajg wazng role w ksztattowaniu srodowiska komérkowego, ktore albo
pozwala na transkrypcje, albo jej zapobiega. Réwniez zmiany dotyczace charakteru, a nie
tylko pozycji nukleosoméw, wptywajg na transkrypcje gendéw. Kowalencyjne modyfikacje
post-translacyjne N-koncéwkowych ogondéw histonowych sg zwigzane z upakowaniem
(heterochromatyna) badz rozluznieniem chromatyny. Moze byé to zwigzane
z odpowiednio ograniczong, w przypadku heterochromatyny, badz aktywng w przypadku
euchromatyny, transkrypcjg gendéw. Wigczenie szczegdlnych wariantéw podstawowych
biatek histonowych, takich jak histon H3.3., ktéry jest wariantem histonu H3 czy H2A.Z,
bedacego wariantem histonu H2A, wptywa na stabilnos¢ chromatyny. Podsumowuijac,
wiele pozioméw kontroli epigenetycznej stanowi o odpowiedniej regulacji ekspresji genéw
w zdrowych komérkach oraz o alternatywnej regulacji ekspresji genow w komérkach
patologicznych’3*.

Struktura chromatyny requluje procesy komorkowe

Rola zmian struktury chromatyny w opornosci na terapie nie jest w petni zbadana, ale
wykazano, ze terapie epigenetyczne sg skutecznym wsparciem dla innych rodzajéw
terapii, na przyktad przeciwnowotworowej. Znane sg inhibitory metylotransferaz DNA
i inhibitory deacetylaz histonowych, ktére regulujg niektére immunologiczne skfadniki
sygnalizacyjne w komodrkach rakowych®. Takze inne badania przedkliniczne sugerowaty,




ze modulatory epigenetyczne, dziatajgce za posrednictwem kilku mechanizméw
sygnalizacyjnych obejmujacych zaréwno komérki nowotworowe, jak i komorki
immunologiczne gospodarza, mogg wzmocni¢ terapie immunologiczng®®*. Ogolnie rzecz
biorgc, wspomagajgce leczenie epigenetyczne moze by¢ kluczowe dla skutecznosci
terapii, poprzez utatwienie dziatania terapii celujgcych w procesy komérkowe. Dlatego tez
dogtebna charakterystyka zmian dostepnosci chromatyny wynikajgcych z leczenia
epigenetycznego moze by¢ kluczowa dla wyboru optymalnej terapii.

Badania przedkliniczne wykazaty, ze nowotwory sg wrazliwe na rozne inhibitory
enzymow zwigzanych z procesami epigentycznymi. Niektore z tych inhibitoréw zostaty juz
zatwierdzone do stosowania u pacjentéw przez amerykanski Urzad ds. Zywnosci i Lekow
(ang. US Food and Drug Administration)*. Kwas walproinowy, inhibitor deacetylazy
histonéw i jednoczesnie lek przeciwpadaczkowy, hamuje takze proliferacje komoérek
glejaka®. W przypadku pacjentéw z rozsianym glejakiem samoistnym (ang. Diffuse
intrinsic pontine gliomas), u ktoérych bardzo czesto wystepuje mutacja H3.3K27M,
wykazano, ze inhibitor demetylazy H3K27me3 (ang. Lysine demethylase 6B,
JMJD3/KDM6B) jest skuteczny w zmniejszaniu wzrostu guza®*. W komérkach glejaka
wielopostaciowego (ang. glioblastoma, GBM), w ktérych réwniez wykazano atypowe
profile H3K27me3, wykazano, ze wysoce specyficzny inhibitor EZH2 (ang. Enhancer of
Zeste 2 Polycomb Repressive complex 2 subunit), kluczowego elementu regulatora
epigenetycznego ssakow (ang. polycomb repressive complex 2, PRC2), ogranicza wzrost
guza*®*'. Wykazano takze, ze inhibitor demetylazy histonowej LSD1/KDMA1 (ang. Lysine
Demethylase 1A) indukuje apoptoze komorek glejaka*?. Ponadto w modelach in-vitro
tgczne zastosowanie kwasu walproinowego i inhibitora LSD1/KDMA1 powoduje $mier¢
komérek glejaka, ale nie ich niepatologicznych odpowiednikow*. Inhibitory biatek
rozpoznajgcych acetylacje histonéw (ang. readers) okazaty sie skuteczne w niektorych
typach rdzeniaka (ang. medulloblastoma)***°. Wszystkie te badania dostarczyty dowodéw
na to, ze sktad epigenetyczny moze by¢é modulowany przy uzyciu inhibitoréw matych
czagsteczek, i ze taka modulacja moze wptywac¢ na leczenie nowotworow. Tak wiec
zaréwno pozycje nukleosomow, jak i ich charakter sg ztozonymi regulatorami dostepnosci
tancucha DNA. Wiasciwosci fizyczne nukleosoméw oraz ich potozenie determinuje
dostepnos¢ do chromatyny, co ma ogromne znaczenie dla zrozumienia mechanizmow
epigenetycznych w komérkach.

Metody analizy struktury chromatyny

Dostepnych jest kilka metod do pomiaru dostepnosci chromatyny w skali catego
genomu. Metody te wykorzystujg albo enzymy restrykcyjne (np. nukleaza mikrokokalna -
MNase, DNase), albo zaburzenia fizyczne (np. FAIRE, Sono-seq)***° do fragmentowania
DNA, a nastepnie sekwencjonowania uzyskanych fragmentéw. Inne metody wykorzystujg
metylacje DNA (MeDIP footprinting, NOME-seq)®*°" lub transpozycje Tn5 (ATAC-seq)*,
ktéra jednoczeé$nie wycina i oznacza fragmenty chromatyny. Kazda z tych metod
dostarcza uzytecznych informacji i ma unikatowe zalety. Jednak niedoskonatosci tych
metod wynikajg z faktu, ze probujg one opisac niejednorodng strukture chromatyny przy
uzyciu tylko jednego pomiaru (tj. jednego wygenerowanego profilu). W rezultacie, niektore
metody, takie jak ATAC-seq i DNase-seq, pozwalajg gtdwnie uzyskac profil dla
fragmentow otwartej chromatyny®?. Istniejg tez metody, ktére umozliwiajg badania catego
genomu dzieki temu, ze wykorzystujg do trawienia chromatyny relatywnie maty enzym
mikrokokalny (MNaza)*®. Enzym ten, przecina tancuch DNA w rejonach, ktore nie sg
zajete przez biatka zwigzane z DNA i pozwala na otrzymanie wynikow takze z mocno




upakowanej chromatyny. Niestety metody wykorzystujgce ten enzym czesto sg bardzo
wrazliwe na nawet niewielkie zmiany w warunkach doswiadczalnych (takich jak stezenie
enzymu) co komplikuje poréwnanie struktury chromatyny w réznych warunkach i typach
komorek>36.

Przedstawiona sytuacja oznaczata zapotrzebowanie na nowg metode analizy
dostepnosci chromatyny, ktéra pozwolitaby w sposdb mierzalny i cato-genomowy
charakteryzowac zaréwno otwartg, jak i zamknietg chromatyne. Zespdt, ktérego bytem
cztonkiem na Uniwersytecie Harvarda opracowat takg metode analizy. Przedstawienie tej
innowacyjnej metody, umozliwione dzigki niej odkrycie zmieniajgce fundamentalne
podejscie do regulacji odpowiedzi komodrki na czynniki zewnetrzne oraz protokot
umozliwiajacy przeprowadzenie analizy stanowig przedstawione dzieto.

Cel naukowy

Moim celem naukowym bylo opracowanie nowej metody analizy dostepnosci
chromatyny. Chciatem, aby opracowana metoda spetniata cztery podstawowe zatozenia.
Po pierwsze, miata umozliwi¢ rozréznienie nukleosoméw réznego typu. Miata pozwoli¢
na profilowanie zaréwno dostepnych, jak i mocno upakowanych nukleosomoéw. Po
drugie, miata to by¢ metoda cato-genomowa, pozwalajgca w jednakowych warunkach
uzyskaé profil dostepnosci catego genomu. Po trzecie, miata umozliwi¢c wewnetrzng
normalizacje, tzn. umozliwi¢ poréwnywanie profili dostepnosci chromatyny pomiedzy
réznymi prébkami bez odnoszenia pojedynczego profilu do catej analizowanej grupy.
Miato to umozliwi¢ poréwnywanie profili uzyskanych dla réznych probek, a nawet dla
réznych organizmow, co utatwi prace z wykorzystaniem modeli zwierzecych. Po czwarte,
miata to by¢ metoda ilosciowa. Miata w sposdb mierzalny pozwoli¢ na analize dostepnosci
chromatyny i umozliwi¢ poréwnanie stopnia dostepnosci za pomocg ciggtej skali
liczbowej.



Opis wynikdw uzyskanych w poszczegdlnych pracach

Praca numer 1

Mieczkowski J*, Cook A*, Bowman SK*, Mueller B, Alver BH, Kundu S, Deaton AM,
Urban JA, Larschan E, Park PJ, Kingston RE, Tolstorukov MY, MNase titration reveals
differences between nucleosome occupancy and chromatin accessibility, Nat Commun.
2016 May 6; 7:11485.

*pierwsi autorzy

Najwazniejsze wyniki zaprezentowane w omawianej pracy to opracowanie nowej
metody analizy chromatyny, ktéra w sposdb mierzalny pozwala oceni¢ dostepnosc
zaréwno euchromatyny (luzno upakowanej chromatyny), jak i heterochromatyny (mocno
upakowanej chromatyny) oraz wykazanie, ze dostepna chromatyna nie musi by¢ wolna
od nukleosomow.

Wprowadzenie

Z punktu widzenia regulacji ekspresji genow dostepno$¢ DNA jest krytyczng cechg dla
czynnikdw regulacyjnych i maszynerii transkrypcyjnej'>'"*’. Dostepnos¢ kazdego
fragmentu DNA jest podyktowana organizacjg chromatyny, a wiec dynamicznymi
interakcjami fancucha DNA z biatkami i RNA. Witasnie dynamiczny i ztozony charakter
organizacji chromatyny sprawia, ze pomiar dostepnosci DNA jest trudnym zadaniem?®>°8,

Dominujgce metody mapowania potozenia nukleosomdéw opierajg sie na trawieniu
nukleazami, najczesciej z mikrokokalng nukleazg (ang. micrococcal nuclease MNase).
Jednakze badania wykonywane przy pomocy trawienia sg podatne na problemy
techniczne, ktére mogg utrudniaé interpretacje i poréwnanie probek z wynikami®*28,
Przeciecia za pomocg MNazy nie wystepujg losowo, poniewaz wykazuje ona preferencje
sekwencyjne. Dodatkowo wyniki trawienia za pomocg MNazy sg wrazliwe na nawet
niewielkie zmiany w aktywnosci enzymow®°®. Moze to powodowac¢ wyrazne réznice
w pozycjonowaniu nukleosomow, ktére nie sg zalezne od regulacji biologicznej, ale od
technicznych réznic w trakcie wykonywania eksperymentu®*®°. Z tego wzgledu zostaty
zaproponowane rézne eksperymentalne i obliczeniowe podejscia, ktére miaty zmniejszy¢
techniczng zmiennos¢ i wprowadzi¢ standaryzacje. Podejscia te probujg "znormalizowac"
mapy pozycjonowania nukleosoméw poprzez optymalizacje warunkéw trawienia,
normalizacje generowanych danych lub wykorzystanie roznych buforéw do fragmentarcji
chromatyny®361-64,

Pomiar dostepnosci chromatyny i okreslenie zwigzku pomiedzy dostepnoscig
a zdolnoscig biatek regulacyjnych i RNA do dostepu do DNA to kluczowe pytania w biologii
genomu. ldentyfikacja lokalizacji nukleosoméw jest jednym z gtéwnych czynnikow
kontrolujgcych dostepno$¢ chromatyny. Jednakze badania w tym zakresie prowadzone
w komérkach eukariotycznych (np. w Drosophila i ssakow) byty utrudnione ze wzgledu na
charakterystyke nukleazy mikrokokalnej (MNase), enzymu zwykle stosowanego w celach
analizy pozycjonowania nukleosomow.

Wraz z moimi kolegami eksperymentalistami z Uniwersytetu Harvarda opracowatem
nowg metode analizy dostepnosci chromatyny, ktérg nazwalismy MACC (ang. MNase
accessibility). Nasza metoda opiera sie na analizie zmiennosci pojawiajgcej sie
w profilach chromatyny uzyskanych przy pomocy réznych stezen MNase. Oznacza to, ze
wykorzystuje ona najwiekszg wade testéw przeprowadzanych z zastosowaniem MNase,




tzn. zmienno$¢ wynikajgca z innych warunkow trawienia, i zmienia jg w kluczowy element
analizy dostepnosci chromatyny.

Zatozenia autorskiej metody analizy dostepno$ci chromatyny

Metoda stanowigca podstawe tej publikacji nie tylko stanowi rozwigzanie problemow
z opisywang zmiennoscig profili chromatyny, ale przede wszystkim, wykorzystuje te
zmiennos¢ do oszacowania nowej charakterystyki nukleosoméw. W szczegdlnosci: (i)
podejscie to wykorzystuje dynamiczng reakcje chromatyny na enzym trawienny i nie jest
ograniczone do statycznego odczytu. Opracowana przeze mnie metoda jest zatem
innowacyjna w stosunku do innych metod stosowanych obecnie do profilowania
dostepnosci chromatyny; (i) w przeciwienstwie do innych stosowanych metod,
prezentowane podejscie pozwala na ilosciowy pomiar zaréwno wysokiej (otwartej), jak
i niskiej (zamknietej) dostepnosci. Jest to zrealizowane przy pomocy niespotykane;j
wczesniej ocenie w skali ciggtej, ktora zapewnia pomiar metryczny dla kazdego
nukleosomu w genomie; oraz (iii) pozwala ono zaréwno na pozycjonowanie nukleosomu,
jak i pomiar dostepnosci chromatyny w tym samym badaniu.

Opisana w tej pracy metoda jest stosunkowo fatwa do zastosowania w organizmach
o roéznej ztozonosci, w tym u ssakdéw. Przedstawiona metodologia moze uchwycié
zaréwno rozktad duzych domen struktury chromatyny w duzej skali (>1000 par zasad),
jak i lokalne wzorce interakcji pomiedzy nukleosomami i biatkami innymi niz histony w skali
setek par zasad. Opracowana metryka moze wiec opisaC strukture chromatyny
w niespotykany dotad sposdb, ujawniajgc nowe cechy organizacji chromatyny, ktére sg
zwigzane z regulacjg genow.

Wykorzystane modele komorkowe

Aby wykorzystaé zmiennos¢ wynikajgcg z warunkéw trawienia, analizowane probki
byty trawione przy uzyciu nukleazy mikrokokalnej w czterech réznych stezeniach.
Pozwolifto to na uzyskanie kompleksowej, cato-genomowej mapy dostepnosci
chromatyny. W tej pracy wszystkie eksperymenty i analizy zostaty przeprowadzone przy
pomocy linii komoérkowej S2 wyprowadzonej z komoérek muszki owocowej (Drosophila
melanogaster). Dodatkowo najwazniejsze wyniki zostaty potwierdzone w mysim modelu
réznicowania komorek nerwowych oraz w modelu biataczki, ustalonej linii komorkowe;j
K562. Zastosowanie muszego modelu pozwolito wzbogaci¢ analizy o szerokg game
publicznie dostepnych profili biatek modyfikujgcych chromatyne i fizycznych wtadciwosci
chromatyny uzyskanych w ramach projektu modENCODE®®. Wykorzystanie zaréwno
modelu muszego jak i komérek ssaczych pozwolito na obserwacje wptywu metylacji DNA
na charakterystyke dostepu chromatyny.

Charakterystyka zastosowanej metody

W opisanych w tej pracy badaniach zastosowane stezenia enzymu mikrokolanego
zalezaty od typu analizowanych komérek. Dla komérek muszych w 500 pl roztworze
stosowalismy nastepujgce ilosci jednostek: 1,5, 6,25, 25i 100 U. W przypadku komoérek
mysich i ludzkich na 500 pul roztwér przypadato odpowiednio 1, 4, 16, 64 U oraz 5.4, 20.6,
79.2 1 304 U. Rézne stezenia wynikajg z r6znego upakowania chromatyny i powinny by¢
wybierane indywidualnie do kazdego eksperymentu. Istotne by kolejne wartosci stezen po
transformaciji logarytmem dwaojkowym przedstawiaty w przyblizeniu szereg arytmetyczny
(np. logz2(1,5) = 0.58, log2(6,25) = 2.64, log2(25) = 4.64 i log>(100) = 6.64) oraz by w wyniku
trawien uzyskaC¢ odpowiednio zroznicowane dtugosci fragmentéw DNA. Najnizsze




stezenie powinno pozwoli¢ na uzyskanie matej liczby fragmentéw mononukleosomowego
DNA, a w wyniku trawienia z najwiekszym wybranym stezeniem fragmenty
mononukleosomowego DNA powinny stanowi¢ zdecydowang wigkszos¢ otrzymanych
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Rysunek 1 Wynik elektroforezy kapilarnej przedstawiajqcy wyniki trawienia za pomocq roznych
trawien MNazy. OS pionowa okresla wilkos¢ fragmentow DNA uzyskanych po trawieniu (najdtuzsze
na gorze, najnizsze na dole). O$ pozioma wskazuje stezenia MNazy wykorzystane do trawien
(najmniejsze po lewej stronie, najwieksze po prawej). Po lewej stronie zaznaczone zostaty wysokosci
odpowiadajace odpowiednio tri-, di- i mono- nukleosomalnym fragmentowm.

fragmentow (Rys. 1).

Otrzymane fragmenty zostaty zsekwencjonowane za pomocg sekwencjonowania
nowej generacji (ang. next generation sequencing). Liczba zsekwencjonowanych
fragmentow potrzebna do uzyskania wiarygodnego profilu zalezy od wielkosci genomu
oraz rozdzielczosci z jakg chce sie przeprowadzaé analize. Rozdzielczos¢ rozumiana jest
przez, wyrazong w liczbie par zasad, dtugosc¢ fragmentdéw fancucha DNA, dla ktérych
obliczana bedzie warto§¢ MACC i ktéra jest istota z punktu widzenia analizy i mozliwosci
wyciggania wnioskow. Diugie fragmenty pozwolg na obnizenie kosztéw analizy, ale
uniemozliwig wnioskowanie o pojedynczych nukleosomach. Dla genomu muszego (dm3)
i rozdzielczosci 150 par zasad 25 miliondw poprawnie zmapowanych do sekwencji
genomu referencyjnego (ang. alignment) odczytéw przypadajgcych na jedno stezenie jest
liczbg wystarczajaca.

Metoda obliczania parametru MACC

Wspodtczynnik MACC wyliczany jest dla fragmentu tancucha DNA poprzez poréwnanie
liczby otrzymanych sekwencji z poszczegolnych trawienh, kazdorazowo znormalizowanych
do wielkosci biblioteki. Obliczanie wspotczynnika przebiega nastepujgco: (1) tancuch DNA
zostaje podzielony na nieprzecinajgce sie przedzialty o rownej wielkosci nazwanej
rozdzielczoscig; (2) dla kazdego z przedziatdw zostaje zliczona liczba fragmentéw
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otrzymanych po kazdym z trawien z osobna; (3) otrzymane liczby zostajg znormalizowane
do wielkosci zsekwencjonowanych bibliotek, a w przypadku poréwnan pomiedzy réznymi
organizmami takze do wielkosci genomu; (4) znormalizowane wartosci oraz wartosci
wykorzystanych stezen sg nastepnie uzyte do przeprowadzenia regresji liniowej dla
kazdego przedzialu z osobna; (5) otrzymane z regresji liniowych wspétczynniki
kierunkowe sg normalizowane ze wzgledu na czesto$¢ nukleotydow GC w kazdym
z przedziatow; (6) tak znormalizowane wspoétczynniki kierunkowe regresji liniowej
nazwane zostaty wspoétczynnikami MACC, i wykorzystywane sg jako miary dostepnosci
chromatyny.

Jednoczesna analiza dostepnos$ci chromatyny i obtoZenia nukleosomow

Istotne jest, ze wyniki uzyskane za pomoca pojedynczego stezenia sg zwykle
wykorzystywane jako miara obtozenia nukleosoméw, rozumianego jako usredniona
obecnos¢ nukleosomdéw w puli analizowanych komérek. Jednak jak pokazaty nasze wyniki
(Rys. 2), taka metoda jest bardzo czuta na zmiany warunkéw, w tym na wybrane stezenia
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Rysunek 2 Oblozenie nukleosomow wokotl startu transkryopcji aktywnych genow. Skala barwna
koresponduje ze stezeniem MNazy wykorzystanym do trawienia. Czerwona linia reprezentuje
usredniony profil.

Znormalizowany sygnat, x103

nukleazy mikrokokalnej. Przynajmniej czesciowo moze to ttumaczy¢ brak zgodnosci
wynikdéw uzyskanych przez rézne laboratoria®®®. Zauwazylismy, ze stezenia enzymu
wykorzystywane do trawienia, przy zachowaniu innych czynnikow, determinujg
upakowanie chromatyny z ktérego uzyskane beda odczyty. Stosujgc mate stezenie,
uzyskujemy gtéwnie fragmenty z euchromatyny, tzn. luzno upakowanej chromatyny,
poniewaz przy niskim stezeniu enzymowi nie uda sie trawi¢ upakowanego DNA. Z kolei
stosujgc duze stezenia uzyskujemy gtéwnie fragmenty pochodzace z heterochromatyny,
tzn. mocno upakowanego tancucha DNA. Dzieje sie tak, poniewaz fragmenty pochodzgce
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z euchromatyny sg zbyt krotkie by mozna je bylo zsekwencjonowaé przy uzyciu
sekwenatoréw nowej generacji (Rys. 3).
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Rysunek 3 Rozklad diugosci zsekwencjonowanych fragmentow po trawieniu wybranymi stezeniami
MNazy.

W zwigzku z tym, zamiast na obtozeniu nukleosomow, postanowilismy badac
obserwowang zmiennos¢, ktérej obserwowanie umozliwito stosowanie réznych stezen
enzymu mikrokokalnego (Rys. 4). Warto dodag¢, ze tak zaproponowane podejscie pozwala
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Rysunek 4 Wizualizacja czestosci otrzymanych fragmentow w zaleznosci od wybranych stezen MNazy.
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jednoczesnie mierzy¢ opisang zmienno$¢ oraz po zsumowaniu uzyskanych wynikow,
obtozenie nukleosomow. Jest to réwnowazne z metodg polegajgcg na tgcznym
sekwencjonowaniu wynikow uzyskanych z réznych stezen.

Zastosowane przez nas podejscie, pozawala takze na wzbogacenie analizowanych
fragmentow we fragmenty, do ktérych przyczepione jest wybrane biatko, lub z ktérym
zwigzana jest konkretna modyfikacja. W omawianej pracy przedstawiliSmy uzytecznosé
wspotczynnika dostepnosci obliczonego dla catej chromatyny (ang. chromatin MACC, c-
MACC) oraz obliczonego dla puli fragmentéw wzbogaconej we fragmenty zwigzane
z biatkiem histonowym (ang. histone MACC, h-MACC). Wzbogacenie zostato uzyskane
przy pomocy immunoprecypitacji chromatyny. Przeprowadzona przeze mnie analiza
bioinformatyczna pokazata, ze c-MACC i h-MACC dajg podobne wyniki w odniesieniu do
wiekszo$ci genomu. Jednak analiza miejsc regulatorowych, w tym uwzglednienie miejsc
wigzania biatek regulatorowych oraz czesci kodujgcych wykazata istotne rdznice
pomiedzy wartosciami c-MACC i h-MACC. Wykazatem, ze c-MACC moze by¢é pomocny
w analizie regulacji ekspresji, podczas gdy h-MACC moze pomoc w analizie fizycznych
wiasciwosci chromatyny.

Podsumowanie

Charakterystyka chromatyny wykonana za pomocg metody MACC moze mieé szeroki
zakres zastosowan w badaniach dotyczgcych mechanizmow regulacji ekspresji genow
oraz modelowania struktury chromatyny. Na przyktad MACC pozwala wykrywaé
i rozroznia¢ zmiany w strukturze chromatyny obejmujgce rézne sposoby wigzania biatek
do tancucha DNA, ktére wynikajg z wigzania pionierskich czynnikéw transkrypcyjnych
(ang. pioneering transcription factors) do nukleosomalnego DNA podczas inicjowania
zmian kierunku réznicowania komérek. MACC jest stabilng i relatywnie prostg metryka,
ktéra moze by¢ stosowana z immunoprecypitacjg histonowg lub bez niej w celu
scharakteryzowania genomu na sposoby niedostepne dla poprzednich metod.
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Najwazniejszymi wynikami zaprezentowanymi w drugiej przedstawionej pracy jest
wykrycie nowego mechanizmu aktywacji ekspresji genow wynikajgcego z odpowiedzi na
czynnik stresowy oraz wykazanie, ze cato-genomowe zmiany w dostepnosci
nukleosoméw mogg dominowaé¢ nad zmianami w obtozeniu nukleosoméw w trakcie
odpowiedzi na czynniki zewnetrzne.

Wprowadzenie

W przesziosci postulowano, ze zaréwno wiele czynnikdéw regulatorowych, jak i
elementy ogdlnej maszynerii transkrypcyjnej wigzgce sie ze specyficzng sekwencjg DNA
sg hamowane poprzez obecno$¢ nukleosoméw'. Wiodgca teoria glosita, ze podczas
aktywaciji transkrypcji genow, jgdra nukleosoméw majg przesuwac sie wzdtuz DNA w celu
swobodnej regulacji, bgadz majg by¢ usuwane przez przeniesienie histonéw do biatek
opiekunczych (ang. chaperone) lub do innych regionow DNA'®%%%7 |dentyfikacja regionéw
rzekomo wolnych od nukleosoméw w miejscach rozpoczecia startu transkrypcji (ang.
transcription start site, TSS) oraz w sekwencjach wzmacniajgcych transkrypcje (ang.
enhancers) doprowadzita do hipotezy, ze usuniecie jgder nukleosoméw z miejsc
regulatorowych moze byé kluczowym mechanizmem aktywacji ekspresji genow®®®°.
Alternatywne mechanizmy aktywacji ekspresji obejmujg: zmiane dostepnosci DNA na
powierzchni nukleosomu przez ATP-zalezne biatka re-modelujgce chromatyne, wtgczenie
do nukleosomow niektérych wariantéw histonéw, lub destabilizacje nukleosomu poprzez
acetylowanie ogondéw histonéw. Te ostatnie modele uzyskaly wsparcie w ramach
niedawno opublikowanych badan. Wskazano ,kruche” (ang. fragile) nukleosomy w poblizu
niektorych startow transkrypcji. Z kolei zatrzymanie nukleosoméw w aktywnych regionach
wzmacniajgcych ekspresje gendéw zaobserwowano w miejscach, w ktérych wigzato sie
miedzy innymi biatko FoxA (Forkhead Box A)®*"%"*, Ze wzgledu na nieodtgczne trudnosci
w pomiarze obtozenia i dostepnosci nukleosoméw w obrebie duzych genomdw, nie
przeprowadzono jednak cato-genomowej analizy sprawdzajgcej ktéry z tych typdéw
mechanizmow moze dominowac podczas szybkiej regulaciji ekspresji gendéw u ztozonych
eukariontéw. Metoda przez nas opracowana pozwolita na przeprowadzenie takiej analizy.

Aktywacja transkrypcji gendw wymaga modyfikacji chromatyny przez kompleksy
zwiekszajgce dostepnosé nukleosomalnego, tzn. owinietego wokét nukleosoméw, DNA.
W czasie, gdy zaczynaliSmy prace nad projektem, ktdérego wyniki przedstawia ta
publikacja, dominujgca hipoteza mowita, ze usuniecie nukleosoméw z sekwencji
regulatorowych odgrywa znaczaca role w aktywacji transkrypcji. W obliczu wynikéw
uzyskanych przeze mnie oraz moje kolezanki i kolegéw' postanowilismy zrewidowac te
hipoteze. ZdecydowaliSmy sie sprawdzi¢ w jaki sposéb zmiany w obtozeniu nukleosomow
oraz zmiany w dostepnosci DNA sg powigzane z wywotanymi zmianami ekspres;ji. Jako
model doswiadczalny ponownie wykorzystane zostaty musze komorki S2. Zmiany
w ekspresji genow zostaly wywotane przez podanie 5 mM ditiotreitolu (DTT), co
aktywowato mechanizm obronny nazwany odpowiedzig na niepoprawnie sfatdowane
biatka (ang. Unfolded Protein Response, UPR).
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UPR jest ewolucyjnie zachowang odpowiedzig na btedne zwijanie biatka, ktére zmienia
regulacie setek genow’®. W naszych badaniach dotyczgcych aktywacji ekspres;ji
wykorzystalismy UPR, poniewaz ten proces powoduje duze zmiany komérkowe i jest
wazny dla wielu aspektow fizjologicznych. UPR jest $ciezkg odpowiedzi na stres, ktory
wynika ze zmian w sktadaniu biatka w retikulum endoplazmatycznym (ER), homeostazie
wapnia lub integralnosci btony ER. W skrécie, w btonie ER umiejscowione sg trzy
receptory, ktérych stymulacja prowadzi do aktywacji UPR. Tymi receptorami sg IRE1
(Endoplasmic Reticulum to Nucleus Signaling 1), PERK (Eukaryotic Translation Initiation
Factor 2 Alpha Kinase 3) i ATF6 (Activating Transcription Factor 6). W odpowiedzi na
stymulacje aktywujg one trzy czynniki transkrypcyjne: XBP-1 (X-Box Binding Protein 1),
ATF4 (Activating Transcription Factor 4) oraz rozszczepiony nie-membranowy fragment
ATF6. Biatko IRE1 bierze udziat w splicingu transkryptéw XBP-1 w celu wygenerowania
aktywnego czynnika transkrypcyjnego XBP-1s. Kinaza PERK fosforyluje elF2a
(Eukaryotic Translation Initiation Factor 2A) zatrzymujgc ogdling translacje, ale wspiera
translacje czynnika transkrypcyjnego ATF4. ATF6 przemieszcza sie do aparatu Golgiego,
gdzie jest rozszczepiony, uwalniajac cytosoliczng wersje ATF6. Trzy wspomniane
czynniki transkrypcyjne przenoszg sie do jadra komoérkowego aby zainicjowaé
transkrypcje docelowych genéw UPR. Jesli nie uda sie przywrécié homeostazy ER, UPR
inicjuje apoptoze’®. Nieprawidtowa aktywacja UPR wystepuje w kilku chorobach. Miedzy
innymi w chorobach nowotworowych, gdzie komérki nowotworowe aktywujg UPR, aby
przezy¢ warunki stresowe, wystepujace wewnatrz mikrosrodowiska guza, takie jak
niedotlenienie i staba dostepnos¢ sktadnikow odzywczych’”. Zrozumienie mechanizméw
regulujgcych UPR moze umozliwi¢ modulacje tych reakgiji.

Plan eksperymentu

Aby doktadnie przes$ledzi¢ zmiany dostepnosci i aktywnosci chromatyny zwigzane
z odpowiedzig na wybrany czynnik stresowy postanowiliSmy przeprowadzi¢ pomiary
w kilku punktach czasowych. Po doktadnej analizie biochemicznej, cato-genomowa
analiza zostata przeprowadzona tuz przed traktowaniem (Oh), oraz jedng godzine (1h)
i cztery godziny (4h) po traktowaniu DTT2 Tak wybrane punkty czasowe pozwolity
uchwyci¢ proces UPR we wczesnym stadium po catkowitym wygenerowaniu splecionego
XBP-1 (1h), a takze w pdzniejszym punkcie czasowym po splecionym XBP-1 przez kilka
godzin (4h)?. Zaobserwowali$émy setki gendw, ktére w obu punktach czasowych byly
istotnie podwyzszone, a nawet takie, ktérych ekspresja byta podwyzszana co najmniegj
dwukrotnie w kolejnych punktach czasowych. Wskazuje to, ze traktowanie za pomoca
DTT wywotuje szybka i ogding reakcje transkrypcyjna.

Zmiany w obrebie genow potwierdzity aktywacje procesu UPR

Zastosowanie opracowanej przeze mnie metody MACC pozwolito na jednoczesng
analize dostepnosci DNA oraz obtozenia nukleosomow. Aby utatwic interpretacje wynikow
postanowilismy skupi¢ uwage na nukleosomalnych fragmentach DNA, tzn. po trawieniu
enzymem mikrokokalnym zastosowana zostata immunoprecypitacja chromatyny
z uzyciem przeciwciata na biatko histonowe. W ten sposoéb uzyskaliSmy profile h-MACC
oraz profile obtozenia histonéw.

W pierwszej kolejnosci zmierzyliSmy obtozenie nukleosoméw w obrebie genow
regulowanych podczas aktywacji procesu UPR. Aby okresli¢ czy nukleosomy zmienity
pozycje lub zostaty utracone w trakcie UPR, skupiliSmy sie na genach, ktorych ekspresja
byta co najmniej dwukrotnie podniesiona po pierwszej godzinie oraz albo byta dalej
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podniesiona pomiedzy 1h a 4h, albo nie zmienita istotnie swojego poziomu po pierwszej
godzinie. 327 gendéw spetniato te kryteria. Okazato sie, ze przecietne obtozenie
nukleosoméw wewnatrz tych gendéw (ang. gene body) nie zmieniato sie¢ w wyniku
aktywaciji ekspresji. Jednoczesnie, w tych samych regionach istotnie wzrosta dostepnosé
DNA. Na potrzeby tej analizy, przez wnetrze genu rozumiany byt przedziat miedzy startem
transkrypcji (ang. transcription start site, TSS) a miejscem konca transkrypcji (ang.
transcription termination site, TTS). Aby potwierdzi¢ te obserwacje, wykonalismy takze
niezalezne pomiary obtozenia nukleosoméw za pomocg standardowej metody.
Potwierdzity one wyniki uzyskane za pomocg metody MACC.

MACC, a nie obtozenie nukleosoméw zmienito sie wokdt TSS aktywowanych gendw
Chcac uzyskac informacje na temat mechanizméw zwigzanych z regulacjg ekspresiji,
w pierwszej kolejnosci postanowilismy sprawdzi¢ dostepnos¢ chromatyny i obtozenie
nukleosomoéw w promotorach gendw, ktorych ekspresja wzrosta w wyniku wywotania
UPR. Skupilismy sie na regionach najbardziej zblizonych do startow transkrypciji
wybranych gendéw, ktore zdefiniowalismy jako przedziat wokét TSS, co jest standardowym
podejsciem®. Nie zaobserwowali$my ogdlnego spadku obtozenia nukleosoméw w tak
wybranych promotorach. Z kolei w tych rejonach wyraznie wzrosta dostepnosé
chromatyny mierzona za pomocg naszego wspotczynnika h-MACC (Rys. 5). Co wiecej,
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Rysunek 5 Srednie profile h-MACC (lewy) oraz oblozenia nukleosoméw (prawy) wokol startu
transkrypcji UPR-aktywowanych genow w trzech punktach czasowych.

zgodnie z tymi obserwacjami, h-MACC mierzony w zdefiniowanych promotorach
wykazywat dodatnig korelacje z poziomem ekspresji gendw we wszystkich trzech
punktach czasowych, natomiast obtozenie nukleosomoéw byto ujemnie skorelowane z
poziomami ekspresji gendéw. W promotorach gendw, ktérych ekspresja byta obnizona w
wyniku wywotania UPR nie zaobserwowalismy istotnych korelacji. Tak jak w przypadku
analizy obtozenia nukleosoméw wewnatrz gendw, nasze obserwacje dotyczgce
dostepnosci DNA potwierdziliSmy niezalezng metodg. WykorzystaliSmy metode ATAC-
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seq (ang. assay for transposase-accessible chromatin using sequencing)’®.
Przeprowadzone analizy pozwolity stwierdzi¢, ze zwigkszenie ekspresji genow wywotane
aktywacjg UPR zwigzane jest z wyraznym wzrostem dostepnosci nukleosomalnego DNA
w obrebie tych gendw, przy jednoczesnym braku zmian w obtozeniu nukleosomow w tych
samych regionach.

MACC, a nie obtozenie nukleosomow zmienito sie w dystalnych regionach regulatorowych

W przypadku wielu gendw zaobserwowany wzrost ekspresiji byt powigzany z aktywacija
odlegtych regionéw regulatorowych. WykryliSmy w nich wzrost wzbogacenia w acetylacje
lizyny 27 histonu 3 (H3K27ac). Dla regionéw genomowych znajdujgcych sie daleko od
genow jest to powszechnie wykorzystywany znacznik aktywnosci regionow
wzmacniajgcych poziom ekspresji (ang. enhancers). Uwazano, ze w trakcie aktywac;ji
w takich regionach dochodzi do zubozenia w nukleosomy’, wiec postanowilismy
sprawdzi¢, jak wygladajg ich profile dostepnosci DNA oraz obtozenia nukleosomow
w trakcie aktywacji UPR.

Na potrzeby tej analizy zdefiniowaliSmy odlegte regiony regulatorowe (ang. distal
enhancers) jako miejsca znajdujgce sie z dala od startu transkrypciji, co zapewnito
wybranie regiondw nie analizowanych wczesniej jako promotory. Podobnie jak
w przypadku ekspresji gendw, analizie poddane zostaty odlegte regiony regulatorowe,
ktérych aktywnosc istotnie wzrosta w wyniku UPR. Jako kryteria przyjeliSmy co najmnigj
dwukrotny wzrost we wzbogaceniu w sygnat H3K27ac po pierwszej godzinie
w poréwnaniu do sygnatu przed stymulacjg (0-1h) oraz po czterech godzinach
w odniesieniu do jednej godziny po stymulacji (1-4h). W naszym zbiorze danych znalazlty
sie 422 regiony spetniajgce okreslone przez nas kryteria.

Przeprowadzona analiza wykazata, ze mimo wzrostu dostepnosci DNA, nie wystgpito
zmniejszenie w obtozeniu nukleosoméw (Rys. 6). Ponadto zaobserwowany wzrost
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Rysunek 6 Srednie profile h-MACC (lewy) oraz oblozenia nukleosoméw (prawy) wokél
zlokalizowane w odleglych miejscach regulatorowych w trzech punktach czasowych.
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dostepnosci chromatyny byt wyraznie wiekszy w kierunku srodku wybranych regionow
regulatorowych. Jest to zgodne z hipotezg moéwigca, ze zmiany w dostepnosci chromatyny
powigzane sg ze zmianami w profilu acetylacji lizyny 27 histony 3 (H3K27ac) za pomocg
ktérego wybrano analizowane regiony. Wykorzystanie przez nas tylko nukleosomowego
DNA do analizy dostepnosci DNA (h-MACC) pozwolito nam wycigagna¢ jeszcze jedng
obserwacje, kluczowg ze wzgledu na mechanizm aktywacji regionéw regulatorowych.
Otéz nasze wyniki jednoznacznie pokazaly, ze zmiana dostepnosci DNA moze
dominowa¢ nad zmiang obtozenia nukleosomédw w trakcie aktywacji regiondow
regulatorowych.

Podsumowanie

Przeprowadzona przez nas analiza jednoznacznie wykazato, ze odpowiedz komorkowa
moze by¢ zwigzana z globalng zmiang dostepnosci chromatyny bez zmian w obtozeniu
nukleosomow. Jest to pierwsze doniesienie o takiej regulacji w ujeciu globalnym.
Przeprowadzone przez nas eksperymenty nie pozwalajg odpowiedzie¢ na pytanie czy jest
to zjawisko specyficzne dla UPR bgdz komoérek muszych. Jednakze nasze badania
jednoznacznie wykazaty mechanizm aktywacji, ktéry wczesniej nie byt rozpatrywany.
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Praca numer 3

Cook, A.*, Mieczkowski, J.*, Tolstorukov, MY, Single-Assay Profiling of Nucleosome
Occupancy and Chromatin Accessibility, Current Protocols in Molecular Biology., oct
2:120:21.34-21.34.18, 2017.

*pierwsi autorzy

Powyzsza praca nie opisuje nowych odkry¢é naukowych, ale w kontek$cie omawianego
dziefa jest waznym uzupetnieniem dwdch poprzednich prac. Przedstawia ona protokoty
pozwalajgce przeprowadzi¢ zarowno eksperymenty zwigzane z omawianymi trawieniami
DNA, jak i dogtebng analize bioinformatyczng uzyskanych danych. Jej czescig jest nie
tylko kod informatyczny, ale tez pakiet obliczeniowy, ktéry pozwala w relatywnie prosty
i powtarzalny sposéb przeprowadzi¢ analize MACC.

Opracowana przez nas metoda pozwala na jednoczesne profilowanie dostepnosci DNA,
obtozenia nukleosomalnego oraz wigzania nie-histonowych biatek do tahcucha DNA. Ta
wszechstronnos¢ sprawia, ze MACC jest odpowiednim narzedziem do analizy zmian
struktury chromatyny w wielu procesach biologicznych, od regulacji genéw do upakowania
genomu. MACC zostat z powodzeniem zastosowany do analizy muszych, mysich oraz
ludzkich linii komérkowych'. Protokét MACC sktada sie z czesci eksperymentalnej oraz
z czedci obliczeniowej. Przedstawiona tu praca zawiera szczegotowy opis obu tych czesci,
wraz z opisem rozwigzan Kilku typowych probleméw, ktére mogg pojawi¢ w trakcie
wykonywania eksperymentu przez mniej doswiadczonych badaczy. Schemat kolejnych
elementéw analizy zostat przedstawiony na rysunku 7.

Protokot eksperymentalny jest przewidziany dla komérek ssaczych i przedstawiony
w taki sposéb, by tatwo mozna go byto dostosowaé do wybranego typu komorek. Protokét
obliczeniowy jest niezalezny od typu komérek. Oprocz szczegbdtowego opisu analizy oraz
przyktadowych wynikow, prezentowana praca przedstawia takze pakiet obliczeniowy,
ktérego jestem jedynym autorem, napisany w jezyku R. Pakiet ten jest ogélnodostepny
i przeznaczony do srodowiska R. Upubliczniony pakiet pozwala na wykonanie wszystkich
analiz prezentowanych w dwdch poprzednich pracach, a takze wykorzystanych w naszej
analizie obtoZenia histonu H3.3>.

Razem z pakietem udostepnilismy 3 adnotacje genomiczne wykorzystywane przez nas
w poprzednich pracach. W zwigzku z tym analiza probek ludzkich, mysich oraz muszych
nie wymaga dodatkowej pracy i moze zosta¢ od razu rozpoczeta. W przypadku danych
pochodzacych z innych organizméw konieczne jest pobranie dodatkowych danych,
typowych dla analiz genomu, takich jak sekwencja genomu i lokalizacja genodw.
Opublikowany przez nas pakiet zawiera funkcje pozwalajgce przygotowaé adnotacje
genomiczne dla dowolnego organizmu, dla ktérego znana jest sekwencja DNA.
W zwigzku z tym badacze nie sg ograniczeni tylko do 3 przygotowanych przez nas
adnotaciji.

Aby umozliwi¢ dokfadne zrozumienie otrzymywanych wynikow, obliczanie wskaznika
dostepnosci DNA, tzn. wspotczynnika MACC, zostato podzielone na kilka krokéw. Kazdy
z tych krokoéw zostat zakodowany w osobng funkcje. Opublikowany protokdt zawiera nie
tylko opis kolejnych krokéw potrzebnych do obliczenia MACC, ale takze przyktady
i doktadne wyjasnienie obiektéw otrzymywanych w kolejnych krokach analizy. Dzigki temu
mozna tatwo analizowa¢ otrzymane wyniki oraz skorygowaé ewentualne btedy. Dla mniegj
doswiadczonych o0s6b przygotowana jest funkcja ,opakowujgca” (ang. wrapper),
pozwalajgca wykonac catg analize za pomocg jednej komendy.
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Omawiana publikacja przedstawia protokoly - eksperymentalny oraz analityczny -
pakiet obliczeniowy pozwalajgcy przeprowadzi¢ analize MACC, a takze caly proces
analizy wraz z omoéwieniem potencjalnych problemoéw. Jest to naturalne dopetnienie
wczesniej opublikowanej metody i wynikéw wskazujacych jej zastosowania.
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Rysunek 7 Schemat przedstawiajqcy kolejne elementy analizy MACC.

20



Whioski i hajwazniejsze osiggniecia

1. W przedstawionym dziele po raz pierwszy wykazano, ze wyniki uzyskane za pomocag
sekwenc;ji trawien chromatyny z tej samej prébki pozwalajg na uzyskanie fragmentow
DNA z regionéw o réznej aktywnosci, ktérych porownanie niesie informacje na temat
procesow epigenetycznych.

2. Wyzej wspomniane porownanie pozwolito opracowaé¢ nowa metryke do analizy
dostepnosci DNA pozwalajgcg w sposob ciggly scharakteryzowa¢ zaréwno
euchromatyne jak i heterochromatyne [MACC].

3. Udowodniono, ze dodatnie wartosci wspotczynnika MACC, mierzgcego dostepnosé
DNA, okreslajg dostepne DNA oraz ze wspotczynnik MACC jest dodatnio skorelawany
z sygnatami pochodzacymi od markerow aktywnej chromatyny, np. H3K27ac.

4. Udowodniono, ze ujemne wartosci wspoétczynnika MACC, mierzgcego dostepnosé
DNA, okreslajg DNA o ograniczonej dostepnosci oraz ze wspoétczynnik MACC jest
ujemnie skorelowany z sygnatami pochodzgcymi od markeréw nieaktywnej
chromatyny, np. H3K27ac.

5. Wykazano, ze dostepnos¢ DNA mierzona za pomocg MACC jest najwyzsza
w aktywnych rejonach regulatorowych, niezaleznie od metody regulacji.

6. W opozycji do uprzednio dominujacej hipotezy wykazano, ze globalny wzrost
dostepnosci do DNA nie wymusza zmian w obtozeniu nukleosoméw.

7. Wykazano, ze wzrost ekspresji gendw wywotany przez UPR jest powigzany ze
wzrostem dostepnosci DNA wewnatrz aktywowanych genéw, przy jednoczesnym
braku zmian w obtozeniu nukleosomoéw w tych genach.

8. Wykazano, ze w aktywowanych regionach regulatorowych, bliskich (ang. proximal)
oraz dalekich (ang. distal)) UPR powoduje wzrost dostepnosci DNA bez zmian
w obtozeniu nukleosomow.

9. Wykazano, ze Aktywacja regionéw regulatorowych podczas szybkiej indukcji
transkrypcyjnej nie musi powodowac obnizania obtozenia nukleosoméw, co sugeruije,
ze nukleosomy nie stanowig bariery dla procesu aktywaciji.

Podsumowujgc, przedstawione osiggniecie naukowe opisuje innowacyjng metode
pozwalajgcg na analize mechanizmoéw regulacji ekspresji gendéw zarowno w euchromatynie
jak i w heterochromatynie. Na przedstawione osiggniecie naukowe skfadajg sie trzy publikacje.
Opisujg one kolejno autorskg metode analizy dostepnosci chromatyny (praca numer 1),
nowatorski wynik uzyskany za pomocg tej metody i ujawniajgcy nieopisang wczesniej cato-
genomowag zmiane w regulacje ekspresji (praca numer 2) oraz eksperymentalny i obliczeniowy
protokot pozwalajgcy odtworzy¢ opracowang analize (praca numer 3). Od czasu publikacji
uzyskane przez nas wyniki byly cytowane ponad 140 razy przyczyniajgc sie do kolejnych
odkry¢ naukowych.
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Wyniki sktadajgce sie na powyzsze osiggniecie naukowe oraz kolejne obserwacje
z nich wynikajgce przyczynity sie do rozwoju mojej kariery naukowej i rozszerzania wspotpracy
miedzynarodowej. Po ukonczeniu stazu na Uniwersytecie Harvarda i powrocie do Polski
zostatem beneficjentem dwéch grantéw badawczych. Narodowe Centrum Nauki przyznato
srodki na moje badania w ramach programow Polonez oraz Opus. Dodatkowo, moja aplikacja
do programu Polonez zostata sklasyfikowana na pierwszym miejscu w panelu dotyczgcym
nauk o Ziemi. W obu przypadkach wyniki uzyskane w ramach opisanego dzieta tworzyty
podstawe aplikacji grantowych.

Realizowanie programu Polonez umozliwito mi nawigzanie kolejnej wspotpracy naukowe).
Profesor Rolf Bjerkvig z Uniwersytetu w Bergen, u ktérego goscitem w laboratorium
w ramach wyjazdu studyjnego, zaprosit mnie do wspétpracy nad projektem dotyczgcym
trojwymiarowych modeli nowotworéw w kontekscie wptywu mikrosrodowiska na skutecznos$é
terapii przeciwnowotworowych. Z kolei badania finansowane w ramach programu Opus sg
realizowanego we wspoétpracy z Instytutem Pomnik - Centrum Zdrowia Dziecka w Warszawie
oraz The Children’s Brain Tumor Tissue Consortium w Filadelfii (USA) i dotycza
dzieciecych nowotworéw mézgu, ktérych markerem jest mutacja w genie kodujgcych wariant
histonu 3 (H3.3).

Rozpowszechnienie opisanych wynikbw miedzynarodowym $rodowisku naukowym
przetozyto sie na kolejne mozliwosci wspotpracy. Miedzy innymi profesor Mikael Simons
pracujgcy w Munich Center for Neuroscience zaprosit mnie do badania wptywu wieku na
dostepnosci chromatyny w komérkach glejowych w kontekécie procesu remienilizaciji.

Wyniki przedstawione w powyzszym osiggnieciu haukowym pomogty mi rozwingé nowe
metody medycyny spersonalizowanej. Bazujgc na uzyskanych wynikach zatozytem firme oraz
zgtositem wniosek patentowy dotyczacy nowego sposobu identyfikacji komodrek
nowotworowych i dostarczania do nich substancji farmaceutycznych. Opracowana metoda
dotyczy identyfikacji niefizjologicznej dostepnosci chromatyny i regulacji ekspresji genow.
Opracowana metoda jest przedmiotem zgtoszenia patentowego.
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5.

Informacje o wykazaniu sie istotng aktywnoscia naukowa realizowana w wiecej niz
jednej uczelni, instytucji naukowej w szczegdélnosci zagranicznej

e Deaton, AM., Gomez-Rodriguez, M., Mieczkowski, J., Tolstorukov, MY., Kundu, S.,
Sadreyev, RI., Jansen, LET., Kingston, RE., Enhancer regions show high histone H3.3
turnover that changes during differentiation. eLife, 5:e15316, 2016.

IF:7.725; MNiSW: 45 (zgodnie z rokiem opublikowania)

Wyniki opisane w tej pracy powstaty dzieki wspoétpracy pracownikow naukowych
pracujgcych w Harvard Medical School (Boston, USA) oraz Instituto Gulbenkian de
Ciencia (Oeiras, Portugalia). Jako pracownik Harvard Medical School bytem
odpowiedzialny za przygotowanie statystycznego planu eksperymentéw, nadzorowanie
analiz bioinformatycznych, pomoc w interpretacji wynikdéw oraz pisanie manuskryptu.

e Wang, X.*, Lee, RS.*, Alver, BH.*, Haswell, JR., Wang, S., Mieczkowski, J., Drier, Y.,
Gillespie, SM., Archer, TC., Wu, JN., Tzvetkov, EP., Troisi, EC., Pomeroy, SL., Biegel,
JA., Tolstorukov, MY., Bernstein, BE., Park, PJ., Roberts, CW., SMARCB1-mediated
SWI/SNF complex function is essential for enhancer regulation, Nat. Genetics, 49(2):289-
295, 2017. * pierwsi autorzy

IF:27.125; MNiSW: 50 (zgodnie z rokiem opublikowania)

Wyniki opisane w tej pracy powstaly dzieki wspoétpracy pracownikéw naukowych
pracujgcych miedzy innymi w Harvard Medical School, Boston Children’s Hospital, Broad
Institute of MIT (Boston, USA) oraz University of Southern California (Los Angeles, USA).
Jako pracownik Harvard Medical School bytem odpowiedzialny za przygotowanie analiz
cato-genomowych profili wigzania sie do chromatyny biatek wchodzacych w sktad
kompleksu biatkowego SWI/SNF oraz interpretacje wynikéw.

e Garofalo, S., Porzia, A., Mainiero, F., Di Angelantonio, S., Cortese, B., Basilico, B.,
Pagani, F., Cignitti, G., Chece, G., Maggio, R., Tremblay, ME., Savage, J., Bisht, K,
Esposito, V., Bernardini, G., Seyfried, T., Mieczkowski, J., Stepniak, K., Kaminska, B.,
Santoni, A., Limatola, C., Environmental stimuli shape microglial plasticity in glioma, Elife,
2017 Dec 29;6

IF:7.716; MNiSW: 45 (zgodnie z rokiem opublikowania)

Wyniki opisane w tej pracy powstaty dzieki wspétpracy pracownikéw naukowych
pracujgcych miedzy innymi w IRCCS Neuromed (Pozzilli, Wtochy), Sapienza University,
Institute of Nanotechnology (Rzym, Wtochy) oraz Instytucie Biologii Doswiadczalnej im.
M. Nenckiego (Warszawa). Jako pracownik Instytutu Biologii Do$wiadczalnej im.
Nenckiego bytem odpowiedzialny za przeprowadzenie cato-genomowej analizy ekspresiji
gendw oraz interpretacje wynikow.

¢ Ulanska-Poutanen, J., Mieczkowski, J., Zhao, C., Konarzewska, K., Kaza, B., Pohl,
HBF., Bugajski, L., Kaminska, B., Franklin, RJM., Zawadzka, M., Injury-induced
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perivascular niche supports alternative differentiation of adult rodent CNS progenitor cells,
Elife, 2018 Sep 17;7
IF:7.551; MNiSW: 45 (zgodnie z rokiem opublikowania)

Wyniki opisane w tej pracy powstaty dzieki wspotpracy pracownikédw naukowych
pracujgcych w University of Cambridge (Cambridge, Anglia), Institute of Molecular Health
Sciences (Zurich, Szwaijcaria) oraz Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
(Warszawa). Jako pracownik Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Nenckiego bytem
odpowiedzialny za przygotowanie statystycznego planu eksperymentdéw, analize cato-
genomowych danych transkryptomicznych oraz interpretacje wynikéow.

Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujacych nauke

Mimo, ze wiekszos¢ mojej zawodowej kariery pracowatem w jednostkach o profilu
wytgcznie naukowym, bratem czynny udziat w ksztatceniu i promocji nauki:

¢ Bylem promotorem studentki studiow licencjackich, Anity Urbanovich, ktérej praca
na wydziale Matematyki, Informatyki i Mechaniki Uniwersytetu Warszawskiego
uzyskata wyréznienie.

e W ramach Pracowni Neurobiologii Molekularnej w Instytucie Nenckiego PAN
kierowatem dwuosobowg podgrupg ziozong z doktoranta oraz post-doca. Jestem
promotorem pomocniczym kierowanego przeze mnie doktoranta (obecnie na 3 roku
studiéw).

e Prowadzitem wyklady dla studentéw Uniwersytetu Warszawskiego na wydziatach
Matematyki, Informatyki i Mechaniki oraz Biologii.

o Prowadzitem takze cykliczne szkolenia ze statystyki dla doktorantéw Studium
Medycyny Molekularne;.

e Uczestniczytem w europejskim programie COST (Europen Cooperation in Science
and Technology).

e Recenzowatem prace naukowe w anglojezycznych czasopismach znajdujgcych sie
na liscie filadelfijskiej takich jak: Scientific Reports, Genetic Testing and Molecular
Biomarker, PLoS One oraz Clinical Epigenetics.

e Prowadzona przeze mnie grupa badawcza na Gdanskim Uniwersytecie Medycznym
skfada sie z post-doca oraz doktoranta, ktérego jestem promotorem pomocniczym.
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7. Inne informacje, wazne z punktu widzenia kariery zawodowe;j.
¢ Dane bibliometryczne
Autor lub wspodtautor: 21 publikacji w czasopismach polskich i zagranicznych, w tym:
20 oryginalnych publikacji naukowych (zagranicznych) oraz 1 rozdziatu w ksigzce
(Springer),
Sumaryczny impact factor wedtug listy Journal Citation Reports, zgodnie z rokiem

opublikowania: 108,306

Liczba cytowan (bez autocytowan) publikacji wedtug bazy Web of Science: 472
Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Science (WoS): 12

Szczegotowe dane bibliometryczne znajdujg sie w zatgczniku nr 4.
e Dziatalno$s¢ wdrozeniowa

2018 - obecnie - wspotzatozyciel firmy Genegoggle Sp. z 0.0. oferujgcej nowatorskie
metody identyfikacji komérek patologicznych oparte o zmiany epigenetyczne

2019 - aplikacja patentowa w Szweckim urzedzie patentowym
Methods for identifying candidates selectively binding to a locus, and related systems,
reference number, Szwedzki Numer Aplikacji Patentowej 19550573-4

Oswiadczam, ze nie ubiegatem sie uprzednio o nadanie stopnia doktora habilitowanego.
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