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HABILITACYJNEGO PANI DOKTOR ALEKSANDRY PEKOWSKIEJ

Ponizsza recenzja zostata przygotowana w oparciu o dokumentacje, obejmujgcg m.in.:
wniosek przewodni, dyplom doktorski z ttumaczeniem przysieglym, autoreferat i wykaz
osiggnie¢ naukowych, przedstawione w wersji polskiej i angielskie;.

Przebieg pracy naukowo-zawodowej kandydatki

Dr Aleksandra Pekowska uzyskata tytut doktora biologii nadany 10 grudnia 2012 roku przez
Uniwersytet Aix-Marseille. Prace doktorskg wykonata w latach 2006-2011 w laboratorium dr
Pierre’a Ferrier pod opiekg dr Salvatore Spicuglia.

Nastepnie odbyta dwa staze podoktorskie. W latach 2011-2016 byt to interdyscyplinarny staz
podoktorski w laboratoriach: dr Wolfganga Hubera, dr Larsa Steinmetza i dr Paula Bertone w
Europejskim Laboratorium Biologii Molekularnej (EMBL) w Heidelbergu, Niemcy oraz w
Europejskim Laboratorium Bioinformatyki w Cambridge, Wielka Brytania. Z kolei w latach 2016
- 2019 staz podoktorski w laboratorium Lymphocyte Nuclear Biology kierowanym przez dr
Rafaela Casellas w Narodowym Instytucie Zapalenia Stawéw, Choréb Migsniowo-
Szkieletowych i Skdrnych (National Institute of Arthritis Musculoskeletal and Skin Diseases
(NIAMS)) w Narodowych Instytutach Zdrowia (National Institutes of Health (NIH)), Bethesda,
USA.
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Od pazdziernika 2019 dr Aleksandra Pekowska kieruje Centrum Dioscuri Biologii Chromatyny
i Epigenomiki w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego, Polskie]
Akademii Nauk, w Warszawie.

Kandydatka nie ubiegata sie uprzednio o nadanie stopnia doktora habilitowanego.

Ocena osiggniecia naukowego w postaci jednotematycznego cyklu publikaciji

Na osiggniecie habilitacyjne dr Aleksandry Pekowskiej zatytutowane ,Struktura chromatyny w
jadrach komorek ssakow: dynamika rozwojowa, wkiad w kontrole ekspresji gendw oraz
mechanizmy kontrolujgce” skfada sie cykl czterech prac doswiadczalnych oraz jednej pracy
przeglgdowe;j.
Sa to:
1. Pekowska i wsp. “Gain of CTCF-anchored chromatin loops marks the exit from naive
pluripotency” Cell Systems 2018
2. Schwarzer i wsp., “Two independent modes of chromosome organization are
revealed by cohesin removal” Nature 2017
3. Vian, Pekowska i wsp. “The energetics and physiological impact of cohesin
extrusion” Cell 2018
4. Petermann i wsp. “The Magnitude of IFN-y Responses Is Fine-Tuned by DNA
Architecture and the Non-coding Transcript of Ifng-as1” Molecular Cell 2019
5. Dehingia i wsp. “CTCF shapes chromatin structure and gene expression in health
and disease” EMBO Reports. 2022

Wszystkie prace wchodzgce w skiad osiggniecia naukowego zostaty opublikowane w
prestizowych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym. Ich fgczny Impact Factor wg Web
of Science Core Collection wynosi 111.438, a tgczna liczba punktow MNiSW - 940.

Do osiggniecia nie dotgczono zwyczajowych o$wiadczen wszystkich autorow okreslajgcych
ich wspétudziat w powstaniu poszczegdlnych publikacji. W mojej opinii nie sg one jednak
konieczne do oceny wkiadu dr Pekowskiej w przedstawione publikacje ze wzgledu na 1)
pozycje, ktdérg zajmuje na liscie autoréw; 2) doktadny opis jej roli w poszczegdinych
publikacjach przedstawiony w autoreferacie; 3) sekcje ,Author Contributions” zawarte w
samych publikacjach dotgczonych do dokumentacji, wyjasniajgce udziat wszystkich
wspotautoréw. Dr Pekowska w trzech z pieciu przedstawionych prac jest pierwszym i/lub
korespondencyjnym autorem, co w naukach biologicznych jest jednoznaczne z jej wiodacg
rolg. W dwaoch kolejnych pracach jest drugim autorem — w publikacji 2 wykonata kluczowy
eksperyment (TCC, ang. tethered chromatin conformation capture) a w publikacji 4 m.in.
kluczowe dla pracy analizy danych lokalnego HiC.
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Jadro komérkowe u organizméw eukariotycznych to otoczona podwdjng btong struktura
zawierajgca komorkowy materiat genetyczny, tj. kwasu deoksyrybonukleinowego DNA. DNA
zorganizowane jest w postaci dtugich liniowych czgstek zwanych chromosomami. W jgdrach
komérkowych ssakéw sumaryczna dtugosé nici DNA wynosi okoto 2 metréw, podczas gdy
$rednica jgdra wynosi zazwyczaj mniej niz 10 x 10® metra. Wynika z tego konieczno$¢ bardzo
wydajnego i uporzgdkowanego upakowania materiatu genetycznego. Réwnoczesdnie genom
musi by¢ dostepny dla duzych komplekséw molekularnych odpowiedzialnych za odczytywanie
informacji genetycznej — transkrypcje oraz jej kopiowanie — replikacje DNA. Dzieki mikroskopii
Swietlnej i elektronowej wiadomo, ze materiat genetyczny jest niejednorodny, a jego
rozmieszczenie w jadrze nierbwnomierne. Bardziej skondensowana, w duzej mierze
nieaktywna chromatyna jest skoncentrowana na jgdrowych peryferiach lub przylega do
jaderek. Pionierskie eksperymenty Tomasza i Krzysztofa Cremerdéw wykazaty, ze interfazowe
chromosomy zajmujg ograniczone trojwymiarowe autonomiczne terytoria. Rozwdj technik typu
FISH umozliwit dalsza charakteryzacje poszczegdinych terytoriow chromosomowych, ich
subdomen a takze poszczegolnych loci genomowych. Opracowanie metodologii 3C:
chromatin conformation capture pozwalajgce zmapowac¢ bliskos¢ poszczegdlnych widkien
chromatynowych przez Job’a Dekker'a w 2002 znacznie przyspieszyto poznawanie struktury
interfazowego jadra komdrkowego i zapoczgtkowato dwie dekady obfitujgce w przetomowe
odkrycia. Wysoko-przepustowe warianty 3C takie jak Hi-C i Capture-C pozwolity opisac
kompleksowo organizacje chromatyny na réznych poziomach, zidentyfikowac¢ rézne typy
oddzialywah oraz pomogly w zrozumieniu mechanizméw odpowiedzialnych za ich
powstawanie, a takze w duzym stopniu zrozumiec¢ ich biologiczne znaczenie.

Cykl publikacji dr Aleksandry Pekowskiej opisuje jej udziat w 4 pionierskich i przetomowych
projektach stanowigcych wazny wkiad w opis struktury chromatyny w jgdrze komorkowym,
zrozumienie mechanizmow kierujgcych jej organizacjg, a takze znaczenie tych proceséw w
kontroli ekspresji genow i réznicowania sie komorek.

W pierwszo-autorskiej publikacji ,Gain of CTCF-Anchored Chromatin Loops Marks the Exit
from Naive Pluripotency” opublikowanej w Cell Systems w 2018 habilitantka za pomocg serii
eksperymentéw Hi-C scharakteryzowata po raz pierwszy roznice w rozmieszczeniu petli
chromatynowych i domen o zwiekszonej czestosci interakcji (TAD, topologicaly associated
domains) pomiedzy niezréznicowanymi mysimi komoérkami embrionalnymi oraz komoérkami
zroznicowanymi w kierunku neuronalnych progenitorow. Przy pomocy bardzo gteboko
zsekwencjonowanych eksperymentéw wykonanych réwnolegle przy pomocy dwoch réznych
protokotéw Hi-C (tethered conformation capture, TCC i in situ Hi-C) pokazata, ze w takcie
roznicowania komorki macierzyste wytwarzajg petle chromatynowe w nowych miejscach.
Zmiany te sg zwigzane ze zwiekszonym wigzaniem CTCF, czynnika, ktory definiuje miejsca
zaczepienia, ograniczenia petli chromatynowych, a takze ze zwiekszeniem ogdlnego poziomu
izolacji domen chromatynowych w bardziej zréznicowanych komérkach. Habilitantka pokazata
rowniez, ze przy procesie odwrotnym — reprogramowaniu zréznicowanych progenitoréw
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neuronalnych w kierunku komérek pluripotentnych zostaje odtworzona struktura komérkowa
charakterystyczna dla opisanych wczeéniej komorek macierzystych, co dodatkowo potwierdza
jej znaczenie dla stanu pluripotentnego. To bardzo wazna praca pokazujgca po raz pierwszy
w tak przekonujgcy sposéb zmiany w organizacji petli chromatynowych w trakcie réznicowania
sie komorek. Dodatkowo waznym elementem tej pracy sg powstate dane genomowe wysokiej
jakosci, ktére sg cennym zasobem dla innych badaczy mogacych je re-analizowac¢ na potrzeby
wiasnych projektow.

W pracy ,Two independent modes of chromatin organization revealed by cohesin removal”
opublikowanej w prestizowym Nature w 2017, w ktérej dr Pekowska wykonata kluczowe
eksperymenty oraz wstepne analizy bioinformatyczne, zademonstrowano, ze dwa
podstawowe typy organizacji chromatyny: kompartymenty (aktywnej i nieaktywnej
chromatyny; A i B, odpowiednio) oraz domeny zwiekszonych oddziatywan chromatynowych
(tzw. TAD) powstajg w wyniku dwéch zupetnie innych, cho¢ wptywajacych na siebie procesow.
Usuniecie Nipbl - czynnika niezbednego do zatadowania kompleksu kohezynowego na wtékno
chromatynowe - spowodowato zgodnie z oczekiwaniami znikniecie TAD’6w, lecz podziat na
kompartymenty A i B pozostat, co wiecej zostat wzmocniony. Eksperymenty te pokazujg, ze
powstawanie kompartymentow jest niezalezne od kohezyn i wyttaczania chromatyny, cho¢
wyttaczanie petli chromatynowych wplywa na nie ostabiajgc site odziatywan widkien
chromatynowych w ich obrebie. Jest to bardzo wazna, przetomowa praca i tak jak poprzednio
wygenerowane zostaty cenne dane genomowe przydatne w innych badaniach.

Publikacja ,The Energetics and Physiological Impact of Cohesin Extrusion”, w ktorej
habilitantka jest wspotpierwszym autorem pokazuje, ze proces wyttaczania chromatyny przez
petle chromatynowe jest zalezny od ATP, cho¢ do utrzymywani sie tych struktur ATP nie jest
potrzebne. Kluczowy eksperyment tego projektu potgczyt system degron uzyty do
indukowalnego szybkiego usuniecia biatka Rad21, komponentu kompleksu kohezynowego
niezbednego do jego funkcjonowania z redukcjg poziomu ATP przy pomocy oligomycyny.
Poprzednie badania wykazaly, ze petle chromatynowe znikajg zupetnie po usunieciu
kohezyny, ale sg odtwarzane do poprzedniego poziomu w ciggu 3 godzin, gdy poziom
kohezyny zostaje odtworzony po domyciu auksyny. Autorom udato sie odtworzy¢ ten wynik w
eksperymencie kontrolnym. W roéwnolegtym eksperymencie z komorkami, ktérym poza
usunieciem kohezyny obnizono rowniez poziom ATP odtworzenie petli zostato zablokowane,
co jasno pokazuje zaleznos¢ procesu postawania petli od ATP. Jest to bardzo wazne odkrycie
bedace istotnym krokiem w kierunku petnego zrozumienia procesu powstawania petli
chromatynowych. W pracy tej scharakteryzowano réwniez po raz pierwszy struktury widoczne
w danych Hi-C jako paski (,stripes”), gdy jeden punkt zaczepienia petli oddziatuje nie z
pojedynczym innym punktem, ale z catg domeng. Zasugerowano ich role w regulacji
transkrypcji oraz powstawaniu translokacji chromosomowych.
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W kolejnej pracy wchodzacej w sktad osiggniecia naukowego dr Pekowskiej ,,The Magnitude
of IFN-g Responses Is Fine-Tuned by DNA Architecture and the Non-coding Transcript of I1fng-
as1”, w ktorej jest ona drugim autorem pokazano, ze architektura chromatyny oraz niekodujgcy
transkrypt Ifng-as1 wspalnie kontrolujg ekspresje interferonu gamma. Usuniecie locus Ifng-asl
zlokalizowanego w poblizu Ifng zaburzyto lokalna organizacje chromatyny a takze reakcje
obronna zwigzang z interferonem gamma. Knock down Ifng-as1 obnizyt ekspresje interferonu.
Praca ta wyjasnia wazny nieopisany wczes$niej aspekt kontroli ekspresji interferonu gamma.

Pigta pracg wchodzgcg w skfad osiggniecia naukowego jest praca przeglagdowa ,CTCF shapes
chromatin structure and gene expression in health and disease” opublikowana w EMBO
reports. Jest to solidne podsumowanie aktualnej wiedzy na temat czynnika CTCF i jego roli w
organizacji chromatyny, ekspresji genéw a takze zaburzeniach chorobowych z nim
zwigzanych. Praca powstata juz po zatozeniu przez dr Pekowskg wtasnej grupy badawczej w
Polsce.

Podsumowujac, dr Aleksandra Pekowska w ramach osiggniecia naukowego przedstawita pie¢
prac waznych dla zrozumienia mechanizmoéw kierujgcych organizacjg chromatyny, jej
znaczenia biologicznego oraz wptywu na ekspresje genéw. Przy okazji wygenerowane zostato
wiele zestawow bardzo wartosciowych danych przydatnych dla innych badaczy. Prace te
zostaty wykonane we wspéipracy z czotowymi badaczami o renomie Swiatowej i to
doswiadczenie zapewne zaprocentuje w dalszej karierze dr Pekowskie;j.

Ocena pozostatego dorobku naukowego, dydaktycznego, popularyzatorskiego oraz
wspotpracy miedzynarodowej

Dane naukometryczne dr Aleksandry Pekowskiej:

Sumaryczny Impact Factor publikacji wg Web of Science Core Collection z dnia 23.03.223:
275,628. Liczba cytowan wg Web of Science z dnia 23.03.2023: 1593, w tym 1585 bez
autocytowan, Index Hirscha wedtug tej samej bazy: 13.

Na podstawie przedstawionego autoreferatu, w mojej opinii Dr Pekowska wykazuje sie
ponadprzecietnymi osiggnieciami naukowymi, szczeg6lnie w okresie po doktoracie.
Pozytywnie oceniam réwniez jej dziatalnos¢ dydaktyczng i popularyzatorskg. Biorgc pod
uwage sciezke kariery kandydatki oraz prace naukowe powstate we wiodgcych osrodkach
badawczych na swiecie, jej wspétpraca miedzynarodowa zastuguje na najwyzszg ocene.
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Opiniarecenzenta

W moijej opinii przedstawiona do recenzji praca habilitacyjna dr Aleksandry Pekowskiej spetnia
w nadmiarze wymogi stawiane w ustawie Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z 20 lipca
2018 r, wraz z pozniejszymi nowelizacjami.
W szczegdélnosci dr Aleksandra Pekowska:

1. Posiada stopien doktora w dziedzinie biologii nadany w 2012 roku przez Uniwersytet
Aix-Marseille. Praca doktorska zatytutowana: ,Epigenetic landscape of normal and
malignant lympho-hematopoiesis: interplays between chromatin signature and tissue
specific gene expression” zostata wykonana pod kierownictwem dr Pierra Ferrier oraz
dr Salvatore Spicuglia w Centre d’'Immunologie de Marseille Luminy, Marsylia, Francja.

2. Posiada osiggniecie naukowe opublikowane w cyklu pieciu prac powigzanych
tematycznie w prestizowych czasopismach miedzynarodowych. Osiggniecia te
stanowig znaczacy wkiad w rozwdj dyscypliny biologii (ocena osiggniecia i jego
znaczenie powyzej). Réwniez pozostaty dorobek naukowy uzyskany po doktoracie
przez dr Aleksandre Pekowskg jest imponujacy.

3. Ma wiodgcy wktad w powstanie publikacji bedacych sktadowymi osiggniecia
naukowego. W trzech z pieciu prac jest pierwszym i/lub korespondencyjnym autorem,
co w przypadku dyscypliny biologia $wiadczy o jej wiodgcej roli. W dwdch kolejnych
pracach jest drugim autorem — w publikacji 2 wykonata kluczowy eksperyment (TCC,
ang. tethered chromatin conformation capture) a w publikacji 4 m.in. kluczowe analizy
danych lokalnego HiC.

4. Wykazuje sie istotng aktywnoscig naukowg realizowang w wiecej niz jednej instytuciji
naukowej, w tym zagranicznej:

e prace magisterskg z biologii, specjalnos¢ biofizyka, dr Pekowska wykonata na
Uniwestytecie £édzkim;

e doktorat z biologii, specjalnos¢ immunologia, dr Pekowska wykonata w Centre
d’Immunologie de Marseille Luminy we Franciji;

o staze podoktorskie, w czasie ktorych powstata wiekszos¢ wynikéw
przedstawionych jako praca habilitacyjna (publikacje 1-4), dr Pekowska odbyta
w Europejskim Laboratorium Biologii Molekularnej (EMBL) w Heidelbergu
(Niemcy) oraz Cambridge (Wielka Brytania), oraz w National Institutes of Health
(NIH) w Bethesda (USA)

e aktualnie kieruje Centrum Dioscuri w Instytucie Biologii Do$wiadczalnej im.
Marcelego Nenckiego, PAN, w Warszawie, gdzie powstata publikacja nr 5.
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Whiosek koncowy

Moja ocena osiagnie¢ naukowych dr Aleksandry Pekowskiej jest jednoznacznie
pozytywna. Przedstawione osiggniecie habilitacyjne i dorobek naukowy spetnia wymogi
stawiane kandydatom ubiegajgcym sie o stopien doktora habilitowanego zgodnie z kryteriami
okreslonymi w art. 219 Ustawy "Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce" z dnia 20 lipca 2018
r. (Dz.U. z 2021r. poz. 478 z p6zniejszymi zmianami).

Signed by /
Podpisano przez:

Kinga Maria
Kamieniarz-Gdula

Date / Data:
2023-09-27 14:27
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