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Instytutu Biologii Doswiadczalnej

im. Marcelego Nenckiego,

Polska Akademia Nauk v

Ocena merytoryczna i metodologiczna rozprawy oraz ocena dorobku naukowego i aktywnosci naukowej dr Agnieszki
Polit w postgpowaniu habilitacyjnym pt. ,Rola domen btonowych w przekazie sygnatu zachodzacego z udziatem
receptorow dopaminowych i biatek G”.

Dostarczona dokumentacja do oceny sktada sie: z wniosku, z autoreferatu w jezyku polskim, wykazu osiggnie¢, wykaz
sfinansowanych projektéw badawczych i stypendium krajowego FNP. W sktadzie dokumentacji znajduje sie réwniez
certyfikat z wydawnictwa MDPI, potwierdzajgcy funkcje redaktora gbécinnego Numeru Specjalnego ,,Membrane
Domains on Protein-Lipid Interaction” czasopisma ,membranes” oraz kopia dyplomu doktorskiego Pani Agnieszki Polit.
Integralng czgscig jest zbidr 4 publikaciji stanowigcych osiagniecie habilitacyjne. Powyisza dokumentacja jest zgodna
Ustawa Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce ( art.219 ust. | pkt.2).

Sylwetka Habilitantki

Pani Agnieszka Polit ukoriczyta w roku 1998 Wydziat Chemii Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie. Tematem jej
pracy byta kinetyka fatdowania biatek, co juz zapowiadato dalszy rozwéj kariery naukowej. Cztery lata pdzniej obronita
doktorat w Zaktadzie Biochemii Fizycznej Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Jagielloriskiego, zajmujac sie
oddziatywaniami migdzy biatkiem, cAMP i DNA w bakteriach, konsekwentnie kontynuujac swa droge w $wiecie biofizyki

doswiadczalnej.

Od roku 1998 Habilitantka pracuje na Uniwersytecie Jagielloriskim. Najpierw jako technik w Zakfadzie Immunologii,
nieistniejacego juz dzis Instytutu Biologii Molekularnej, potem, od roku 1999 jako asystent w Zaktadzie Biochemii
Fizycznej Wydziatu Biotechnologii by wreszcie w roku 2006 osiggna¢ stanowisko adiunkta w Zaktadzie Biochemii
Fizycznej na Wydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagielloriskiego. Zmiennos¢ instytucji w ktérych
pracowata Habilitantka wydaje sig oceniajgcemu raczej wynikiem burzliwych przemian organizacyjnych jakie odbywaty
sig na Uniwersytecie Jagielloriskim niz wynikiem jej mobilnosci.

Pewna rysg na sylwetce Habilitantki jest na pewno brak stazu podoktorskiego. Zmiana $rodowiska badawczego i
poznanie innej kultury naukowej jest waznym etapem rozwoju naukowego i omijanie go na pewno nie jest godne
polecenia. W pewnym stopniu ttumacza tu Habilitantke dwa urlopy macierzyriskie a posiadanie dzieci na pewno nie

sprzyja mobilnosci.
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Wedtug Bazy Web of Science Habilitantka jest wspétautorem 42 prac cytowanych 798 razy (index H=16). Taki dorobek
publikacyjny stanowi bardzo dobry wynik na tym etapie kariery.

Omadwienie i ocena osiagniecia habilitacyjnego stanowigcego znaczny wkiad rozwdj dyscypliny (zgodnie z art. 219
ust.1. pkt.2 Ustawy prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce)

W sktad Osiggniecia Naukowego Habilitantki wchodzg cztery prace doswiadczalne opublikowane w miedzynarodowych

czasopismach naukowych:

New insights into the model of dopamine D-1 receptor and G-proteins interactions, opublikowana w BBA Molecular Cell
Research (IF 5,5) w roku 2015, gdzie Habilitantka jest ostatnim autorem. The role of cholesterol and sphingolipids in the
dopamine D-1 receptor and G protein distribution in the plasma membrane, opublikowana w tym samym czasopi$mie w
roku 2016 (IF 6,2), gdzie Habilitantka réwniez jest ostatnim autorem. G gamma and G alpha Identity Dictate a G-Protein
Heterotrimer Plasma Membrane Targeting, opublikowana w Cells (MDPI IF 4,8) w roku 2019, gdzie Habilitantka jest
ostatnim autorem oraz The G alpha i protein subclass selectivity to the dopamine D-2 receptor is also decided by their
location at the cell membrane, opublikowany w Cell communication (IF 4,3) and signaling gdzie Habilitantka jest
pierwszym autorem. Te cztery prace do dzisiaj zacytowano 25 razy.

Wszystkie cztery prace, wchodzace w sktad osiggniecia habilitacyjnego taczy wspdlna metodyka. Dr Agnieszka Polit
podjeta ambitne zadanie zbadania interakcji pomiedzy receptorem dopaminowym, bedgcym receptorem GPCR (ang. G
Protein Coupled Receptor) a podjednostkami a, odpowiadajacymi za przekazywanie sygnatu przez ten receptor in vivo,
w bfonach zywych komérek. W tym celu zastosowano dwie fluorescencyjne techniki mikroskopowe: FRET oraz FRAP.

FRET jest metodg polegajgca na pomiarze rezonansowego (niepromienistego) transferu energii miedzy dwoma
fluorofortami. Badacz pobudza do fluorescencji pierwszy z fluoroforéw, zwany donorem a mierzy $wiatto emitowane
przez drugi z nich, zwany akceptorem. Jesli fluorofory znajduja sie wystarczajgco blisko, to znaczna czesé energii jest
transferowana niepromieniscie i fluorescencja akceptora spada a pojawia sie $wiatfo pochodzace od akceptora.
Wydajnos¢ tego procesu spada w szdstej potedze odlegtosci pomiedzy donorem a akceptorem, co powoduje, ze
zachodzi on praktycznie tylko wtedy gdy biatka znakowane fluorofortami tworzg kompleks. Technika ta jest trudng, ale
doskonata metodg przyzyciowego badania powstawania komplekséw biatkowych. Metoda ta ma jednak wiele wad
praktycznych, ktore powodujg, Ze czesto trudno jg zastosowac w praktyce. W klasycznych zastosowaniach
mikroskopowych badacz pracujgcy metodg FRET musi sie zmagac z blaknieciem fluoroforu donora i jego fotokonwersja.
Czeste sg rowniez problemy z obrazowaniem $wiatta emitowanego przez donor w kanale rejestracyjnym dla akceptora i
wzbudzaniu akceptora przez Swiatto wzbudzajace dla donora (ang. spectral cross-talk). Podczas gdy sama technika FRET
nie jest nowoscig w badaniach mikroskopowych, to Habilitantka uzyta jej zaawansowanego wariantu, FLIM-FRET (FLIM
to ang. Fluorescence Lifetime IMaging). W tej wersji, zamiast porownywac intensywnosci $wiatta emitowanego przez
donor i akceptor, bada sie czas w ktérym donor emituje foton po wzbudzeniu. Zjawisko FRET skraca ten czas. Tu
recenzent musi wyjasni¢ dlaczego dotychczas nie rozszyfrowat skrétu FRET. Ma ten skrot bowiem dwa rozwiniecia:
tradycyjne, europejskie: Firster Resonance Energy Transfer i wspdtczesnie dominujace, czesdciej uzywane w USA:
Fluorescence Resonance Energy Transfer. Oba rozwiniecia sg oczywiscie prawidtowe i Habilitantka oczywiscie o tym wie,
niemniej nie ustrzegta sie zwigzanego z tym bataganu i na stronie 4 autoreferatu pisze o Forsterowskim rezonansowym
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transferze energii, ktory w nawiasie ttumaczy na angielski jako Fluorescence Resonance Energy Transfer. Na co$ sie

jednak trzeba zdecydowac.

Drugg metodg uzywang we wszystkich pracach jest technika FRAP (ang. Fluorescence recovery after photobleaching).
Metoda ta polega na wygaszeniu fluorescencji na niewielkim obszarze i obserwacji odzyskiwania $wiecenia przez ten
obszar. Zdolnosc do emisji Swiatta przez wygaszony obszar jest spowodowana naptywem czasteczek fluoroforu spoza
wygaszonego obszaru i jej dynamika moze by¢ uzyta do okreslenia jego statej dyfuzji.

Obie metody sg nowoczesne lub nawet bardzo nowoczesne (FLIM-FRET) i trudne. Wyniki prezentowane w pracach
tworzgcych osiggniecie habilitacyjne wskazuje, ze habiiitantka uzywa ich z petnym sukcesem i mozna jg uznac za
wysokiej klasy specjaliste od mikroskopii fluorescencyjnej.

Powyzej opisane metody zostaty uzyte przez Habilitantke do zbadania oddziatywar receptora Dopaminy z
towarzyszacymi mu podjednostkami biatka G. Od lat wiadomo, ze receptory z grupy GPCR transmituja sygnat do wnetrza
komorki przez aktywacje tréjpodjednostkowego biatka G. Wcale jednak nie byto jasne, jak ten proces przebiega w
szczegotach. W pierwszej z prac, Habilitantka postanowita sprawdzi¢, czy receptor jest skompleksowany z biatkiem G
przed pobudzeniem czy nie i jak wptywa na to lokalne srodowisko lipidowe. Habilitantka odnosi sie tu do dwéch
obecnych w literaturze koncepcji: hipotezy prekompleksowania (ang. precoupling model) zaktada, ze biatko G jest
fizycznie zwigzane z receptorem przed aktywacja, co dobrze wyjasnia szybka odpowiedz receptora i dominujgca
hipoteze sprzegania kolizyjnego (ang. collision coupling), w ktérej kompleks powstaje dopiero po napotkaniu biatka G
przez aktywowany receptor. Habilitantka bada zdolno$¢ do tworzenia komplekséw i ruchliwo$é trzech biatek: receptora
dopaminowego Dj, konstytutywng dla niej podjednostke biatka G Gqs (odpowiedzialng za indukcje syntezy cAMP) i
podjednostke Gai (odpowiedzialng za hamowanie syntezy cAMP), z ktdrg receptor dopaminowy normalnie komplekséw
nie tworzy. Podczas badan pokazata, ze kompleks Di- Gos pokazywany metodg FRET powstaje dopiero po pobudzeniu
receptora a kompleks D1- Gqi nie powstaje. W ten sposéb potwierdzono hipoteze sprzegania kolizyjnego. Jednoczesnie
zarowno wyniki pochodzace z doswiadczeri wykonanych metoda FRET jak i pomiary mobilnosci biatek metoda FRAP
wskazaty nie tylko na okolicznosci powstawania kompleksdw ale i pokazaty, ze niezwigzane biatka sa relatywnie blisko
siebie w btonie. Tylko takie potozenie wyjasnia szybkos¢ powstawania kompleksu receptora z biatkiem G, konieczng do
efektywnego przekazywania sygnatu. Habilitantka stawia hipoteze, ze za lokalizacje obu biatek w bfonie komérkowe;
odpowiadajg ich interakcje z tworzacymi je lipidami. Zaktada przy tym, ze za lokalizacje biatek odpowiadaja
mikrodomeny lipidowe, zwane réwniez tratwami lipidowymi (ang. lipid rafts). Taka interpretacja byta jednak utrudniona
przez duze réznice w ruchliwosci pomiedzy podjednostkami Gaii Ges, ktdre zachowywaty sie wyraznie inaczej mimo
skfonnosci do wigzania sig z podobnym srodowiskiem btonowym, przy czym ruchliwos$é kompleksu receptora z
konstytutywng dla niej podjednostkg G byta wyraznie nizsza niz ruchliwos$¢ kompleksu z G

Konsekwencjg obserwowanej réznicy w ruchliwosci badanych podjednostek G, byta hipoteza, ze mimo podobienstwa,
maja one powinowactwo do nieco innego sktadu lipidowego otaczajgcej je btony. Wynikiem doswiadczalnej weryfikacji
tej hipotezy jest druga praca z cyklu stanowigcego osiggniecie habilitacyjne. Podczas gdy receptor dopaminy jest
biatkiem transbtonowym, tréj podjednostkowe biatko G jest jedynie zwigzane z wewnetrzng strong btony komérkowej.
Podstawowa rolg odgrywajg tu kowalencyjnie zwigzane z aminowym koricem taricucha polipeptydowego podjednostki
G.. Habilitantka postanowita sprawdzic, jak zmiany w sktadzie lipidowym btony bedg wptywaé na zdoIno$¢ receptora do
wigzania biatka G jak i na ruchliwos¢ bfonowg poszczegdlnych biatek. Zastosowano dwie modyfikacje sktadu lipidowego
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btony, zmieniajace wyraznie jej strukture i czesto wykorzystywane do badan nanodomen lipidowych. W pierwszym
rodzaju eksperymentow, Habilitantka obnizata zawartosé cholesterolu w btonie przy uzyciu cyklodekstryny oraz
hamowata synteze sfingolipidéw przy pomocy fumonizyny. Okazato sig, ze kazda modyfikacja btony silnie zwieksza
wigzanie podjednostki Gqs przez niepobudzony receptor, nie wptywajac zasadniczo na zdolnoé¢ tego receptora do
wigzania podjednostki Gu. Co ciekawe, obie modyfikacje sktadu lipidowego btony raczej obnizaja, jesli w ogdle
zmieniajg, ruchliwosci receptora i podjednostki Gqs niz jg zwiekszajg. Narzucajg sie tu dwa wnioski, ktérych jednak
Habilitantka nie wyciaga, ze skiad lipidowy ma wptyw na sam proces aktywacji receptora i to, ze raczej nie ma wptywu
na specyficznosc receptora do jego kanonicznej podjednostki G.. Jest to bardzo ciekawy wynik, jako ze znamy przypadki
zmiany preferencji receptora GPCR do podjednostki G, i zazwyczaj jest to wynik oddziatywania biatko-biatko (Bagchi et
al., ] Biol Chem., 2005).

Trzecia praca z Osiggnigcia Habilitacyjnego dotyczy wptywu podjednostek Gg, na zachowanie sie catego kompleksu i jego
zdolnos¢ do oddziatywania z lipidami btony. Juz poprzednie dwie prace pokazywaty, ze kompleks receptora z catym,
trojpodjednostkowym biatkiem G zachowuje sig inaczej niz jego kompleks z samg podjednostkg G. Aby zbada¢ wptyw
podjednostki Ggy, Habilitantka postanowita sprawdzic, jaki bedzie wptyw zamiany podjednostki Gy,, ktéra badata
dotychczas na podjednostke Gys. Te dwie podjednostki roznig sie bardzo, opisang w literaturze zdolnoscig do translokacji
miedzy btong komérkowa a wewnatrzkomérkowymi strukturami bioniastymi. Metoda FRET badano sktonnosé
poszczegolnych kombinacji podjednostek Gq i Gy na powstawanie biatka tréjpodjednostkowego biatka G, co byto
mierzone transferem energii pomigdzy podjednostkg G, a kompleksem Gg,. Habilitantka uzyskata bardzo ciekawe
wyniki, w ktérych rodzaj podjednostki G, miat niewielki lub zaden wptyw na powstawanie kompletnego biatka G.
Niemniej rodzaj ten miat wyrazny wptyw na skutki aktywnosci receptora, przy czym kompleksy zawierajace
podjednostke Gos byty testowane z purynergicznym receptorem Asa, gdzie spadek stezenia cAMP w cytoplazmie byt
ponad dwukrotnie wiekszy gdy biatko G zawierato podjednostke G, Te zawierajgce podjednostke G byly testowane z
receptorem dopamiy D i tu z kolei wzrost stezenia cAMP byt duzo wiekszy dla podjednostki Gy2, mimo Ze nie
zaobserwowano zadnych réznic w wydajnosci tworzenia trimeréw. Zastanawiajgce jest swoja drogg, dlaczego
Habilitantka w pierwszych dwéch pracach uzywa receptora D1 a w kolejnych dwdch D;.

Czwarta i ostatnia praca dotyczyta réznic w obrebie jednej rodziny podjednostek Go, konkretnie podjednostki Gg.
Istnieja trzy warianty podjednostki Gy, kodowane przez trzy r6zne geny. Sekwencje tych gendw sg bardzo podobne ale
wcigz mozemy obserwowac wyraZne réznice pomiedzy ich zdolnoscig do tworzenia kompleksdw z receptorem i
podjednostka Gy oraz rézng ruchliwos¢ w bfonie. Habilitantka konstatuje, ze mimo znacznego podobieristwa, rézne
biatka G majg nieco inny rozktad w btonie komdrkowej.

Podsumowujac, uzycie nowoczesnych, przyzyciowych metod badawczych, pozwolito na catkiem nowy wglad w dziatanie
skomplikowanego uktadu czterech biatek jakim jest receptor GPCR. Najwazniejszym wynikiem osiagnietym przez
Habilitantke jest pokazanie, ze tworzenie kompleksu biatka receptora z biatkiern G nastepuje dopiero po zwigzaniu
liganda przez receptor i, ze wszystkie elementy tej uktadanki nie sg losowo rozrzucone w btonie, tylko tworzg caly czas
luzng strukture, pozostajgcg w gotowosci do dziatania. Gtebsza interpretacja tego faktu budzi jednak pewne
watpliwosci. Habilitantka bowiem rozpatruje swoje wyniki jedynie w $wietle bezposredniego otoczenia lipidowego
badanych biatek i ortodoksyjnie stosuje hipoteze o samoorganizujgcej funkcji mikrodomen lipidowych. Musimy jednak
pamigtac, ze hipoteza ta ma swoje wady i w analizie btony komorkowej trzeba pamietaé réwniez o licznych biatkach,
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ktére towarzyszg receptorom, w przypadku receptora Dopaminy méwimy tu o tzw. DRIPs (ang. dopamine receptor-
interacting proteins) oraz DRAPs (ang. dopamine receptor associated proteins), catej licznej grupie biatek, ktére razem
tworzg strukture zwang ,signalplex”. Struktura ta sktada sie nie tylko z biatek wykazujacych aktywnos¢ sygnatows ale
takze biatek adaptorowych i jest zakotwiczona w cytoszkielecie. Z tej perspektywy interpretacja uzyskanych wynikéw w
kontekscie trzech biatek ptywajgcych w zréznicowanej co do sktadu btonie jest niekompletna i komponent biatkowy
utrzymujacy strukture powinien by¢ przedyskutowany, zwtaszcza w autoreferacie habilitacyjnym, ktéry zbiera wszystkie
wyniki i pokazuje zagadnienie w szerszym kontekscie. Zgodzi¢ sie bowiem mozna z tym, ze eksperymentator,
projektujacy doswiadczenie, musi ograniczac liczbe badanych elementdw, tak by wyniki byty klarowne.

Dr Agnieszka Polit jest réwniez pierwszym autorem interesujgcej pracy przegladowej ,Every Detail Matters. That Is, How
the Interaction between Ga Proteins and Membrane Affects Their Function:, Membranes 2021, 11(3), 222. Nieco mnie
dziwi brak tej pracy w sktadzie “Osiggnigcia Habilitacyjnego”, co ttumacze sobie zbyt péznym jej ukazaniem sie w

czasopismie (koniec marca 2021).

Ocena pozostatego dorobku naukowego Habilitanta

Dr Agnieszka Polit posiada warsztat badawczy z dziedziny szeroko pojetej biochemii i biofizyki, ktéry pozwala jej na
badania strukturalne i funkcjonalne biatek, a co za tym idzie moze by¢ aktywng w kazdym w zasadzie obszarze
wspétczesnej biochemii i biologii molekularnej. Swiadczy o tym szeroki zakres podejmowanych zagadnieri badawczych,
ktore podejmuje zardwno samodzielnie jak i we wspétpracy z licznymi zespotami z innych oérodkéw naukowych niz
Uniwersytet Jagiellonski. Oprécz mechanizmu aktywacji biatek G Habilitantka bada réwniez oligomeryzacjie receptoréw,
zaréwno poprzez tworzenie homooligomerdw jak i heterooligomeryzacje réznych receptordw, takich jak
heteroloigomery receptoréw dopaminy i serotoniny czy receptoréw dopaminy i bradykininy. Habilitantka bada jednak
réwniez tak odlegte od biofizyki receptoréw procesy jak zmiany konformacyjne w czasteczkach
wysokotemperaturowych proteaz serynowych HtrA, ktére bada wraz z zespotem z Uniwersytetu Gdarnskiego, czy
struktura laktoglobulin, badana przez nig wspdlnie z badaczami z Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdariskiego w celu
opracowania nosnikow lekéw o wysokiej toksycznosci. We wspétpracy z grupg z Helsinek Habilitantka prowadzi réwniez
badania scisle strukturalne. Nie ma tu na pewno miejsca na wymienianie wszystkich technik, ktérych opanowanie przez
Habilitantke znajduje dowdd w licznych pracach, ktdrych jest autorem. Mozna jedynie podsumowacé, ze jest ona bardzo
sprawnym technicznie badaczem, posiadajagcym dostep do szerokiego wachlarza nowoczesnych metod biofizycznych.

Dr Agnieszka Polit jest réwniez kierownikiem dwéch grantéw OPUS, jednego juz zrealizowanego i rozliczonego, drugiego

w trakcie realizacji.

Dr Agnieszka Polit jest rowniez aktywnym nauczycielem akademickim, od poczatku swej kariery prowadzgcym éwiczenia
ze studentami kierunkow: Biochemia, Biofizyka, Biotechnologia, Biotechnologia Molekularna i Chemia Biologiczna.
Habilitantka prowadzi tez autorski wyktad dla studentdw studiéw podyplomowych ,Struktura i funkcja biatek: od
sekwencji do konsekwencji”. Habilitantka prowadzi takze wyktady dla studentéw | i Il stopnia w ramach kurséw:
»,Biochemia fizyczna", ,,Biochemia fizyczna - kurs podstawowy", ,,Struktura i funkcja makroczasteczek- metodologia
badan", ,,Co to sg biatka, jak je badamy i dlaczego s wazne w zdrowiu i chorobie" (cykl Artes Liberales: dwa wykfady:
,,Biatka btonowe", ,,Badania strukturalne biatek").
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Dr Agnieszka Polit opiekowata sie wykonaniem jedenastu prac licencjackich i szesnastu prac magisterskich. Byta
recenzentem dwudziestu czterech prac magisterskich. W ostatnich latach zostata tez promotorem pomocniczym dla
dwéch prac doktorskich. Jeden z wypromowanych doktorantéw, dr Pawet Mystek jest wspdtautorem wszystkich prac

wchodzacych w sktad ,,Osiggniecia Habilitacyjnego”.

Podsumowanie i ocena koricowa

Doktadna analiza dorobku naukowego oraz aktywnosci naukowej dr Agnieszki Polit pozwala stwierdzi¢, ze Jej dorobek
naukowy oraz osiggniecia we wspofpracy naukowej spetniajg wymagania stawiane kandydatom do stopnia doktora
habilitowanego zgodnie z art. 219 ust. | . pkt.2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U. poz.1668 ze zm.) Biorg pod uwage powyzisze fakty, popieram wniosek o nadanie doktorowi stopnia doktora
habilitowanego w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne i wnioskuje o dopuszczenie
dr Agnieszke Polit do dalszych etapow postepowania habilitacyjnego.
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