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Recenzja

pracy habilitacyjnej Pani dr Magdaleny Maston wykonana na zlecenie rady naukowej
dyscypliny nauki biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Uchwata
nr4/10/22 z dnia 21. 10.2022.

Praca habilitacyjna Pani dr Magdaleny Maston zatrudnionej jako kierownik grupy badawczej w
Zaktadzie Ekspresji Genéw, Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii, Wydziat Biologii,
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu zostata wykonana przez dr Magdalene Mastor
w celu uzyskania stopnia doktora habilitowanego nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie
nauk biologicznych. Praca habilitacyjna zatytutowana ,Rola ko-transkrypcyjnego i post-
transkrypcyjnego metabolizmu RNA w regulacji ekspresji genéw i w rozwoju embrionalnym”
stanowi cykl trzech prac doswiadczalnych:

1. Publikacja 1: Maslon i wsp. eLife 2014;3: e02028;
2. Publikacja 2: Haward, Maslon, i wsp. eLife 2021;10: e65104;
3. Publikacja 3: Maslon i wsp. The EMBO Journal 2019 38: e101244. |

w ktérych Pani dr Magdalena Mastori jest pierwsza autorka (w pracy 1, M. Maston jest pierwsza
wspétautorka wraz z Sarg Heras, w pracy 2 z Fiong Howard swoja doktorantka oraz z Patricia
Yeyati), co w dyscyplinie biologii $wiadczy o indywidualnym i znaczacym wktadzie w powstanie
tych prac.

Przed opublikowaniem przez dr Magdalene Maston cyklu trzech prac ztozonych jako
praca habilitacyjna nasze widomosci na temat procesu alternatywnego sktadania pre-mRNA
(ang. splicing) byty rozbudowane (m. in. Nagroda Nobla w 1993 dla Phillipa Sharp’a). Wiadomo
byto miedzy innymi, ze ten wieloetapowy proces jest regulowany na etapie wigzania
specyficznych biatek SR (bogatych w Seryne i Argining, do rodziny tej m.in. nalezy biatko SRSF1)
do specyficznych sekwencji RNA, metylacji DNA, struktury i modyfikacji chromatyny a takze od
szybkosci transkrypcji rejonéw DNA, na podstawie ktérych syntetyzowane jest pre-mRNA.
Transkrypcja ta jest katalizowana przez polimeraze RNA typu Il (RNAPII). Biatko SRSF1 (inne
nazwy tego biatka to: ASF, SF2, SF2P33, SFRS) jest wielofunkcyjnym biatkiem wigzacym RNA,
zaangazowanym w konstytutywnym i alternatywnym sktadaniu pre-mRNA do mRNA w jadrze
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komérkowym oraz aktywacji translacji mRNA w cytoplazmie. Jak te dwa procesy, czyli
sktadanie pre-mRNA i translacja mRNA, ktére zachodza w roznych przedziatach komérkowych
sa regulowane przez to samo biatko, SRSF1, nie byto wyjasnione na poziomie molekularnym.
Wiadomo byto jedynie, ze SRSF1 przemieszcza sie w sposdb ciagty z jadra do cytoplazmy. To
sugeruje, ze SRSF1 moze petnic istotna funkcje nie tylko w procesie sktadania pre-mRNA, lecz
réwniez w eksporcie mRNA do cytoplazmy, w translacji tego mRNA lub procesach kontroli
jakosci i stabilnosci RNA w cytoplazmie. Zanim dr Magdalena Mastori dotaczyta do laboratorium
prof. Javier F Caceres (MRC Human Genetics Unit, Institute of Genetics and Molecular Medicine,
University of Edinburgh), grupa ta wykazata, ze ufosforylowane biatko SRSF1 wigze sie z
polirybosomami i moze stymulowac translacje lucyferazy posiadajacej sekwencje wigzania
biatka SRSF1. To znaczace odkrycie stymulowato badania naukowe prowadzone przez dr
Magdalene Maston.

Publikacja 1l

Pani dr Magdalena Maston postanowita zidentyfikowaé mRNA, ktérych translacja wzrasta po
nadprodukcji SRSF1. Stosujac wysokoprzepustowg metode selekcji zidentyfikowano 1500
mRNA, ktore s3 translacyjnie regulowane przez SRSF1. Stymulacja translacji moze zachodzi¢
posrednio lub bezposrednio przy udziale biatka SRSF1, dlatego grupe 1500 mRNA ograniczono
do 505 mRNA, ktére maja miejsce wigzania biatka SRSF1. Te mRNA, bezposrednio oddziatujace
z SRSF1, kodujg biatka zaangazowane miedzy innymi w: regulacje cyklu komérkowego,
regulacje transkrypcji, organizacje chromosoméw, procesowanie RNA, ubikwitylacje biatek,
remodelowanie chromatyny, sktadanie mRNA oraz w segregacje chromosoméw w czasie
mitozy. Zaburzenie dziatalnosci tych kluczowych dla komérki proceséw moze skutkowac
transformacjg nowotworowa. Od lat wiadomo byto na przyktad, ze w wyniku alternatywnego
sktadania pre-mRNA i nastepnie translacji tak powstatych mRNA syntetyzowane s3 rozne
izoformy biatek, z ktérych niektére moga mieé onkogenng aktywno$¢ a inne aktywnosé
hamujaca transformacje nowotworowa. W tym kontekscie ciekawym odkryciem dr Magdaleny
Mastori byta obserwacja, ze nadprodukcja SRSF1 powoduije nie tylko wzmozone sktadanie pre-
mMRNA ale takze wzmozong synteze (w polisomach) izoform biatkowych w ten sposéb
zaprogramowanych. Te wyniki sugeruja, ze jadrowe i cytoplazmatyczne funkcje SRSF1 sa
sprzezone.

Opublikowanie przez dr Magdalene Mastori pracy w 2014 roku (Publikacja 1)
stymulowato wielu uczonych do proponowania nowych kierunkéw badan z zakresu udziatu

ul. I. Krasickiego 20/22 Organizacja pozytku publicznego
02-611 Warszawa Przekaz 1% na nauke: KRS 0000109744
tel.: 22 845 95 00, fax: 22 845 95 05 Konto dla darowizn na cele statutowe:;

fnp@fnp.org.pl, www.fnp.org.pl 06 1090 1870 0000 0001 3538 5719



(NP

Fundacja na rzecz
Nauki Polskiej

Prof. Maciej Zylicz
Prezes

SRSF1 w transformacji nowotworowej, w tym stanowito podstawe naszych prac z zakresu
sktadania mRNA VEGFA w komérkach raka piersi. W naszym zespole (we wspétpracy z wtoskim
zespotem kierowanym przez Giulie Fontemaggi) wykazaliSmy, ze dzieki dtugiemu
niekodujgcemu RNA (IncRNA), MALATI, biatko SRSF1 oddziatuje ze zmienionym onkogennym
biatkiem p53 (mutacja w genie TP53) i biatkiem 1D4 w komérkach raka piersi. Ten kompleks
biatek z RNA lokalizuje si¢ na chromatynie, gdzie hamuje tworzenie sie w czasie alternatywnego
sktadania mRNA VEGFA antyangiogennej izoformy VEGFAxxxb. W rezultacie nastepuje
stymulacja angiogenezy i rozwéj raka piersi (Pruszko i wsp. EMBO Rep. 2017). Praca ta opisuje
jeden z mechanizméw molekularnych rozwoju nowotworu raka piersi zachodzacy przy udziale
SRSF1.

Doswiadczenia dr Magdaleny Mastori zawarte w Publikacji 1 wskazujg na to, ze
nadprodukcja SRSF1 powoduje wzrost translacji mRNA zaangaiowanych w mitoze.
Wyselekcjonowane mRNA wigzace SRSF1, ktdérych produkty biatkowe ulegajg wzmozonej
translacji przy nadprodukcji SRSF1 s3 zaangazowane w tworzenie wrzeciona mitotycznego i
kinetochoru. W kontrolnych doswiadczeniach dr Magdalena Maston wykazata, ze wyciszenie
ekspresji genu SRSF1 powoduje zatrzymanie cyklu komérkowego w metafazie co wskazuje, ze
SRSF1 jest niezbedny do prawidtowego przejscia do mitozy. W komérkach Hela z wyciszong
ekspresja SRSF1 dr Magdalena Maston zaobserwowata liczne defekty wrzeciona, takie jak
wielobiegunowosc, nieprawidtowe ustawienie chromosomoéw. Aby zbadad, ktdéra z funkcji
SRSF1, cytoplazmatyczna czy jadrowa, przyczynita sie do zaobserwowanego fenotypu
wykonata szereg doswiadczen, w ktorych uzyta plazmidéw kodujacych biatko SRSF1
(niezmienione) lub biatko chimeryczne, gdzie do SRSF1 przytaczono sygnat retencji jadrowej
(NRS), tym samym biatko to nie mogto ulegac translacji w cytoplazmie. Okazato sie, ze tylko
przywrdcenie ekspresji niezmienionego SRSF1, ale nie SRSF1"% (ktéry nie moze ulec translacji),
prowadzi do przywrdcenia dwubiegunowego wrzeciona w komérkach ludzkich z wyciszonym
endogennym SRSF1. Wynik ten wskazuje na to, ze normalny poziom biatka SRSF1 jest
wymagany do utrzymania dwubiegunowego wrzeciona warunkujacego normalnag mitoze i to
funkcja translacyjna SRSF1 jest niezbedna dla tej aktywnosci. Jest to, wg moich informacji,
pierwsze doniesienie naukowe wskazujace na udziat SRSF1 w mitozie.

Publikacja 2

Opisanie w modelu komérkowym, ze biatko SRSF1 wspomaga translacje mRNA
powinno by¢ zweryfikowane w uktadzie in vivo. W tym celu dr Magdalena Mastori wraz ze swoja
doktorantka Fiong Haward, stosujac technologie edytowania gendéw CRISPR/Cas9,
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skonstruowaty myszy transgeniczne Srsf1"*"® w ktdrych biatko SRSF1 dzieki sekwencji NRS
nie mogto by¢ transportowane z jadra do cytoplazmy. Ten fenotyp Srsf1"*"* (nokauty Srsfl1”
byty letalne) wskazuje na to, ze cytoplazmatyczne funkcje Srsfl nie sg niezbedne do rozwoju
embrionalnego. Jednakze po okoto 14 dniach po urodzeniu myszy Srsf1"®™® zaczynaty
zachowywac sie nieprawidtowo. Zaobserwowano znaczne ograniczenie wzrostu, potowa
zwierzat Srsf1I"®"* rozwineta wodogtowie spowodowane nieregularnym ruchem rzesek
wyscietajgcych komory mézgu. Zaobserwowano w przypadku komérek myszy Srsf1"fSMRS, ;e
chociaz brak cytoplazmatycznego Srsfl nie wptywa na sama produkcje rzesek, znaczna ich
czes¢ pozostaje nieruchoma lub nieprawidtowo sie porusza. Podobnie, plemniki pobrane z
jader samcow myszy SrsfIV®™&S byty nieruchome albo wykazywaty nieprawidtowy ruch. Na
podstawie tych obserwacji stwierdzono, ze u myszy obecnos¢ Srsfl w cytoplazmie jest
niezbedna do prawidtowej funkcji ruchliwych rzesek.

W kontrolnych doswiadczeniach dr Magdalena Maston wraz ze swojg doktorantka
wykazata, ze zatrzymanie Srsfl w jadrze komdrkowym (Srsf1"®"%) nie wptywa na sktadanie
pre-mRNA i powoduje stosunkowo niewielkie zmiany w eksporcie mRNA.

Dalsze badania na liniach komérkowych pobranych zmyszy (linie pierwotne) wykazaty,
ze utrata Srsfl w cytoplazmie wptywa na zahamowanie translacji wybranych mRNA oraz, ze te
zmiany translacyjne s3 bezposredniag odpowiedzig na utrate Srsfl w cytoplazmie, a nie
konsekwencjg zmienionej transkrypcji lub eksportu mRNA. Co ciekawe, wyniki uzyskane przez
dr Magdalene Maston sugeruja, ze translacja zalezna od Srsfl staje sie wazniejsza w miare
réznicowania sie komorek. Zatem Srsfl nie jest konstytutywnym elementem maszynerii
translacyjnej, ale raczej stymuluje translacje podczas réznicowania lub kiedy zmieniaja sie
wymagania metaboliczne komérek. Dalsze badania na rzeskach w myszach Srsf1"®"%s
wykazaty, ze produkcja biatek zwigzanych z ruchliwoscia rzesek (np. DNAAF i DNAH, Tektyny i
N-DRC), byta znaczaco obnizona w stosunku do komérek typu dzikiego. Podsumowujac, wyniki
uzyskane przez dr Magdalene Maston oraz jej doktorantke, wskazuja, ze dysfunkcja rzgsek w
opisanym modelu transgenicznym SrsfI"®"® jest spowodowana zaburzong aktywnoscia
cytoplazmatyczna Srsfl i wskazujg na role cytoplazmatycznego Srsfl w regulacji procesow
odpowiedzialnych za powstanie ruchomych rzesek.

Publikacja 3

Transkrypcja gendéw kodujacych biatka jest katalizowana przez RNA Polimeraze i
(RNAPII). Proces ten jest regulowany na poziomach: inicjacji, elongacji i zakonczenia
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transkrypcji DNA. Szybkos¢ elongacji transkrypcji rejonéw DNA, odgrywa wazna role w kontroli
alternatywnego sktadania pre-mRNA, jednakze konsekwencje in vivo zmienionej szybkosci
dziatania polimerazy RNA w tym procesie przed ukazaniem sie publikacji 3 nie byty nieznane.
Zmiany w kinetyce transkrypcji DNA mogg na przyktad spowodowad, ze w czasie syntezy pre-
mRNA inne biatka regulatorowe wiazagce RNA (np. SRSF1) beda miaty zwiekszony lub
zmniejszony dostep do czasteczki syntetyzowanego RNA, co moze w konsekwencji
doprowadzic do tego, ze powstate mRNA bedzie zawierato inne eksony. To oznacza, ze kinetyka
transkrypcji DNA moze modyfikowac sktad transkryptomu.

Aby sfalsyfikowac te hipoteze dr Magdalena Maston, stosujgc technologie CRISPR/Cas9,
wprowadzata mutacje Polr2a R749H w genie kodujacym podjednostke polimerazy Il. Mutacja
ta powoduje znaczace zmniejszenie szybkosci procesu transkrypcji DNA. Niestety, nawet w
przypadku heterozygotycznosci, mutacja Polr2a R749H powoduje wady rozwojowe zarodkow
myszy. Kontrolne doswiadczenia wskazaty, ze mutacja Polr2a R749H powoduje $miertelnosc
myszy na wczesnych etapach rozwoju embrionalnego. Dlatego dalsza prace dr Magdalena
Mastori kontynuowata izolujgc embrionalne komoérki macierzyste wczesnych embriondw
myszy (ESC), ktére dzieki wprowadzeniu mutacji Polr2a R749H obnizaja szybkos¢ elongacji
syntezy pre-mRNA dokonywanej przez zmieniong polimeraze Il. Komdrki macierzyste ESC z
»-wolng” Polr2a byty w stanie da¢ poczatek wszystkim trzem listkom zarodkowym.
Koncentrujac sie na réznicowaniu komérek macierzystych ESC do neurondéw, dr Maston
zaobserwowata, ze powolna transkrypcja rejonéw DNA, ktére maja ulegac sktadaniu uposledza
rozwdj linii neuronalnej z ESC, czemu towarzyszg zmiany w alternatywnym sktadaniu pre-
mRNA i w poziomie korficowej ekspresji ztozonych juz genéw. Co ciekawe, geny ktorych
ekspresja jest zmniejszona w neuronach Polr2<®*s** s3 znacznie dtuzsze niz te, ktorych
ekspresja nie ulegta zmianie lub sie zwigkszyta. Nizsza predkos¢ transkrypcji DNA wptyneta na
obnizenie ekspresji prawie wszystkich dtugich genéw w neuronach, przy czym odsetek genéw
wyciszanych w neuronach Polr2sews* stopniowo wzrastat od okoto 40% dla gendw o dtugosci
do 10 kb do ponad 80% dla gendéw wyjatkowo dtugich. Niewatpliwie zaskakujacym odkryciem
dr Magdaleny Mastor jest wykazanie, ze szybkosc transkrypcji rejonéw DNA, ktére maja byc
sktadane w etapie pre-mRNA, jest szczeg6lnie wazna w przypadku transkrypcji i sktadaniu
wyjatkowo dtugich gendw neuronalnych zaangazowanych w sygnalizacje synaps. Co ciekawe,
wptyw sprzezenia kinetycznego szybkosci syntezy pre-mRNA dokonywanej przez polimeraze ||
i samego alternatywnego sktadania mRNA jest wiekszy w neuronach zréznicowanych z ESC niz
w komédrkach pluripotencjalnych. Przedstawione przez dr Mastonn wyniki wskazuja, ze aby
zapewni¢ wiasciwg ekspresje gendw i regulowac proces alternatywnego sktadnia pre-mRNA
podczas rozwoju embrionalnego myszy wymagana jest odpowiednia szybkos¢ elongacji
transkrypcji DNA. Uzyskane przez dr Magdalene Maston wyniki moga miec takze znaczenie przy
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interpretacji wynikéw innych zespotéw naukowych pracujacych nad chorobami
neurodegeneracyjnymi u ludzi, gdzie rozregulowanie ekspresji dtugich genéw w neuronach
lezy u podstaw szeregu schorzen neurodegeneracyjnych i psychiatrycznych.

W podsumowaniu, przedstawione w pracy habilitacyjnej wyniki doswiadczalne
stanowia spektakularne osiagniecia naukowe, ktore wnosza znaczacy wktad do rozwoju
biologii, w szczegdlnosci neurobiologii. Na uwage zastuguije takze fakt, ze aby dr Magdalena
Maston mogta osiagnac cel poznawczy swojej pracy habilitacyjnej: ,wyjasnienie znaczenia ko-
transkrypcyjnego i post-translacyjnego metabolizmu RNA w fizjologii i rozwoju ssakow” musiata
pracowac na kilku modelach badawczych: modelu molekularnym, modelu komérkowym i
badaniach in vivo w modelu mysim. Ponadto dr Magdalena Maston zastosowata nowoczesne
metody analizy metabolizmu RNA w tym in vivo analizy transkrypcji DNA i translacji mRNA.
Sukces osiggneta takze dzieki zastosowaniu analizy wynikow z zastosowaniem nowoczesnego
podejscia bioinformatycznego. Takie wieloptaszczyznowe podejscie jest niezwykle rzadkie. Na
uwage zastuguje takze niezwykta ostroznos¢ habilitantki w interpretacji uzyskanych wynikow i
niezliczone kontrole, ktére wykonata aby falsyfikowac swoje hipotezy badawcze. Cieszy mnie
takze umiar dr Mastorn w publikowaniu wynikéw. Publikuje tylko wtedy gdy uzyskane wyniki
stanowia pewng catos¢. Wyniki tych trzech prac doswiadczalnych, ktére przedstawita jako
swojg prace habilitacyjng, w polskich warunkach w pogoni za tak zwanymi punktami
ministerialnymi pewnie opublikowane bytyby w przeszto dziesieciu czastkowych pracach.

Wedtug recenzenta przedstawiona do recenzji praca habilitacyjna dr Magdaleny
Maston spetnia w nadmiarze wymogi stawiane w ustawie Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce z 20 lipca 2018 r (wraz z péZniejszymi nowelizacjami). W szczeg6lnosci zgodnie z
paragrafem 219 tej ustawy dr Magdalena Maston:

1. posiada stopieri doktora nauk przyrodniczych nadany w 2012 r. przez
Uniwersytet w Edynburgu. Praca doktorska zatytutowana: “Regulation and
function of AGR2 and p53 pathways” zostata wykonana w laboratorium prof.
Teda Huppa w Edinburgh Cancer Research Centre, College of Medicine and
Veterinary Medicine;

2. posiada osiggniecia naukowe opublikowane w cyklu prac powigzanych
tematycznie w prestizowych czasopismach miedzynarodowych. Osiaggnigcia te
stanowia znaczacy wktad w rozwoj dyscypliny biologii (ocena osiagniec i ich
znaczenie powyzej). Pozostaly dorobek naukowy uzyskany po doktoracie przez
dr Magdalene Maston jest takze imponujacy;

3. jest pierwszym autorem publikacji przedstawionych jako praca habilitacyjna. W
przypadku dyscypliny biologia $wiadczy to o indywidulanym i znaczgcym
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wktadzie dr Maston w powstanie tych osiggnie¢ naukowych. Zataczone przez dr
Magdalene Maston oswiadczenia wspétautoréw publikacji Swiadcza o jej
znaczgcym udziale w powstawaniu tych prac. Wspoétpraca ze swoja doktorantka
nad wynikami zawartymi w pracy 2 $wiadczy o dojrzatosci naukowej dr Maston
jako samodzielnego nauczyciela akademickiego;

wykazuje sie istotng aktywnos$cia naukowa realizowana w wiecej niz jednej
uczelni w tym uczelni zagranicznych:

- prace magisterska ze specjalnosci biotechnologii medycznej dr Mastors wykonata
w Uniwersytecie Jagiellofskim;

- doktorat z zakresu nauk przyrodniczych zostat wykonany przez dr Maston w
Uniwersytecie w Edynburgu;

- studia magisterskie z zakresu bioinformatyki zostaty wykonane przez dr Maston w
Uniwersytecie w Glasgow;

- staz podoktorski, w czasie ktérego powstaty wyniki przedstawione jako praca
habilitacyjna dr Magdalena Mastori odbyta w zespole prof. Javier F Caceres (MRC

Human Genetics Unit, Institute of Genetics and Molecular Medicine, University of
Edinburgh).

Konkluzja

Moja ocena osiagniec naukowych dr Magdaleny Maston jest pozytywna.

/prof. dr hab. M Warszawa, 15 grudnia 2022 r.
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