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Autoreferat

1. Imig i Nazwisko: Jakub Drozak

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania
oraz tytulu rozprawy doktorskiej

a) doktor nauk biologicznych w zakresie biologii, Wydzial Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego, 2006; praca doktorska pt. ,, Mechanizm hamujqcego dziatania L-DOPA
i L-deprenylu na synteze glukozy w kanalikach kory nerki krélika”. Promotor: prof. dr hab.
Jadwiga Bryla.

Rozprawa zostala nagrodzona przez J.M. Rektora Uniwersytetu Warszawskiego
(2008).

b) magister biotechnologii (dyplom z wyréznieniem), Wydzial Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego, 2002; praca magisterska pt. ,, Zmiany zawartosci i stanu zredukowania
wewnqtrzkomérkowego glutationu w kanalikach kory nerki krdlika” wykonana pod
kierunkiem prof. dr hab. Jadwigi Bryly.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

od 15.12.2006 adiunkt w Zakladzie Regulacji Metabolizmu na Wydziale
Biologii Uniwersytet Warszawski
01.02.2008 — 31.07.2010 staz podoktorski w Laboratorium Chemii Fizjologicznej

Instytutu de Duve na Wydziale Medycznym Katolickiego
Uniwersytetu Louvain w Belgii

01.10.2002 — 30.11.2006 studia doktoranckie w Zakladzie Regulacji Metabolizmu na
Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego

4. Wskazanie osiggnigcia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) tytul osiggnig¢cia naukowego

Identyfikacja molekularna i charakterystyka biochemiczna wybranych enzymdéw metabolizmu
-alaniny oraz B-alanylo-L-histydyny (karnozyny) u kregowcow
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b) Publikacje wchodzace w sklad osiaggnigcia naukowego ze szczegélowym omoéwieniem
indywidualnego wkladu wnioskodawcy

1. Drozak J, Veiga-da-Cunha M, Vertommen D, Stroobant V, Van Schaftingen E. (2010)
Molecular identification of carnosine synthase as ATP-grasp domain-containing protein 1
(ATPGD1). J Biol Chem., 285: 9346-56.

IF2010 = 5,328, IF5.1etni = 5,498; 35 punktéw MNiSW; 44 cytowan wg bazy Web of Science (WoS)

Wkiad habilitanta: 50%. Wspotudzial w opracowaniu koncepcji badan, zaplanowanie i wykonanie
wiekszosci doswiadczen, analiza i interpretacja wiekszosci wynikow, udzial w przygotowaniu
maszynopisu (przygotowanie jego pierwszej wersji); przygotowanie wszystkich rycin i tabel;
przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.

2. Drozak J, *Chrobok L, *Poleszak O, Jagielski AK, Derlacz R. (2013) Molecular identification
of carnosine N-methyltransferase as chicken histamine N-methyltransferase-like protein (hnmt-
like). PLoS One., 8: €64805.

[F2013 = 3,534, IFs.jctni = 4,015; 40 punktow MNiSW; 9 cytowan (WoS)

Wkiad habilitanta: 75%. Autor korespondencyjny. Autorstwo koncepcji badan,; zaplanowanie
wszystkich doswiadczen i wykonanie ich wigkszej czesci; analiza i interpretacja wszystkich
wynikéw; kompletne przygotowanie maszynopisu (calosci tekstu oraz wszystkich rycin i tabel);
pozyskanie finansowania badan (grant MNiSW Iuventus Plus nr 0081/P01/2010/70, realizowany
w latach 2010-2011); przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.

3. Drozak J, Veiga-da-Cunha M, *Kadziolka B, Van Schaftingen E. (2014) Vertebrate Acyl CoA
synthetase family member 4 (ACSF4-U26) is a [-alanine-activating enzyme homologous to
bacterial non-ribosomal peptide synthetase. FEBS J., 281: 1585-97.

[F2014 = 4,001, IF5.1etni = 4,068; 30 punktow MNiSW; 1 cytowanie (WoS)

Wkiad habilitanta: 60%. Wspétudzial w opracowaniu koncepcji badan, zaplanowanie wszystkich
doswiadczen i wykonanie ich wigkszej czesci; analiza i interpretacja wszystkich wynikow; udzial
w przygotowaniu maszynopisu (przygotowanie jego pierwszej wersji); przygotowanie tabeli i rycin
(oprécz Ryc. 1); pozyskanie finansowania badan (grant FNP HOMING PLUS/2010-2/2,
realizowany w latach 2011-2013).

4. Drozak J, *Piecuch M, *Poleszak O, Kozlowski P, *Chrobok L, Baelde HJ, de Heer E. (2015)
UPF0586 Protein C9orf41 Homolog Is Anserine-Producing Methyltransferase. J Biol Chem., 290:
17190-205.

1F2014 = 4,573, 1F 5 jetni = 4,693; 35 punkt(')w MNiSW; 0 cytowan (WoS)

Wkiad habilitanta: 70%. Autor korespondencyjny. Autorstwo koncepcji badan,; zaplanowanie
wszystkich doswiadcze i wykonanie ich wigkszej czesci; analiza i interpretacja wszystkich
wynikéw; kompletne przygotowanie maszynopisu (calosci tekstu oraz wszystkich rycin i tabel),
pozyskanie finansowania badar (grant NCN Opus 6 nr 2013/11/B/NZ1/00078, realizowany
w latach 2014-2016), przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.
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*studenci wykonujqcy prace magisterska pod mojq opiekq. Oswiadczenia wspdétautorow
okreslajgce ich indywidualny wklad w powstanie kazdej z powyziszych prac zamieszczono w
Zalgczniku nr 7 (O$wiadczenia wspélautoréw). Nie przewiduje si¢ wykorzystania kidrejkolwiek z
wymienionych prac jako osiqgniecia w innym postepowaniu awansowym.

Dla prac opublikowanych w roku 2015 wykorzystano ostatniq dostepnq w bazach wartos¢ IF2014

Wiyniki przedstawione w ww. publikacjach zostaly takze czg$ciowo opisane i przedyskutowane w
pracy, bedacej jednym z rozdzialow wigkszej monografii po§wigconej roznym aspektom badan nad
dipeptydami imidazolowymi, ktorej jestem wspdtautorem (Drozak i wsp., 2015).

Paczny wspotczynnik oddziatywania (impact factor) czasopism, w ktorych ukazaty sig publikacje
wchodzace w sklad osiagniecia naukowego, zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 17,436;
punkty MNiSW — 140; liczba cytowan wg bazy Web of Science — 54.

¢) oméwienie celu naukowego ww. prac i osiggnigtych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

WSTEP
Enzymy sieroce

Obserwowany w ostatnich latach dynamiczny rozwdj bioinformatyki oraz
wysokowydajnych technik sekwencjonowania DNA zaowocowal gwaltownym wzrostem
informacji o pelnych sekwencjach genomow licznych zywych organizméw. Najnowsze edycje baz
KEGG oraz NCBI (sierpien 2015) zawieraja sekwencje genoméw 313 organizmow
eukariotycznych oraz blisko 3700 gatunkoéw prokariotycznych. Co ciekawe, analiza uzyskanych
informacji wskazuje, ze dokfadna funkcja blisko 40% potencjalnych biatek kodowanych przez
typowy genom prokariotyczny oraz ponad 50% biatek eukariotycznych jest nieznana (Hanson
i wsp., 2009). Przypuszcza sie, ze znaczny odsetek ,,biatek bez przypisanej funkcji” moze posiadaé
aktywno$¢ enzymatyczna, odgrywajac mniej lub bardziej istotna rolg¢ w metabolizmie gospodarza
(Bradbury i wsp., 2013). Z drugiej strony, sposrod blisko 5100 aktywnosci enzymatycznych
sklasyfikowanych dotychczas przez Komisj¢ Enzymatyczna (Enzymatic Commision, EC) ponad
1100 jest warunkowana przez enzymy kodowane przez niezidentyfikowane geny (tzw. enzymy
sieroce, ang. orphan enzymes). Wedlug najnowszych danych, co najmniej 26% aktywnoSci
enzymatycznych opisanych u organizméw eukariotycznych jest katalizowana przez enzymy sieroce
(Sorokina i wsp., 2014). Co wigcej, poniewaz okoto 4100 reakcjom nie nadano jeszcze numeru EC,
uwaza sie, ze liczba enzym6éw bez znanej sekwencji aminokwasowej moze by¢ istotnie wyzsza
(Sorokina i wsp., 2014).

Brak informacji o genach kodujacych znane aktywno$ci enzymatyczne stanowi problem
wielowymiarowy. Z jednej strony nie ma mozliwosci uzyskania czystego rekombinowanego biatka
takiego enzymu, co z kolei uniemozliwia np.: i) wykonanie jego rzetelnej i wyczerpujace]
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charakterystyki biochemicznej, 1ii) identyfikacje¢ mechanizméw regulacji jego aktywnosc
(modyfikacje potranslacyjne) lub iii) okreslenie jego precyzyjnej lokalizacji tkankowej (techniki
immunohistochemiczne). Z drugiej strony, znaczna liczba enzymdéw sierocych powaznie utrudnia
badania z dziedziny genomiki pordwnawcze], ograniczajac mozliwos¢ rzetelnego przewidywania
funkcji biatlek homologicznych i rekonstrukcje szlakow metabolicznych u odlegltych ewolucyjnie
organizmow. Takze informacje otrzymywane w wielkoskalowych badaniach proteomicznych
1 transkryptomicznych nie mogg by¢ poprawnie zinterpretowane ze wzgledu na brak informacji
o funkcji zidentyfikowanych biatek-enzymow.

Problem istnienia ,,enzyméw sierocych” oraz ,,bialek o nieznanej funkcji” zostal poruszony
po raz pierwszy przeszio 10 lat temu przez Karpa (2004) i chociaz w literaturze naukowe;j
systematycznie pojawiaja si¢ apele o wzmozenie prac nad identyfikacjg geno6w kodujacych znane
aktywnosci enzymatyczne (Lespinet i Labedan, 2006; Pouliot 1 Karp, 2007; Hanson i wsp., 2009;
Sorokina i wsp., 2014) oraz odnotowano liczne sukcesy w tej materii, catkowita liczba enzymow
sierocych sklasyfikowanych w dedykowanych bazach danych (ORENZA, The Orphan Enzymes

Project) nie maleje.

Dipeptydy imidazolowe

Brak informacji o tozsamos$ci molekularnej dotyczy nie tylko enzymdéw katalizujacych
bardzo swoiste reakcje u prostych organizméw pro- lub eukariotycznych, lecz stanowi takze istotny
problem w badaniach metabolizmu 1 fizjologii krggowcow, w tym takze czlowieka. Jednym
z przykladow szlaku metabolicznego, ktory wystgpuje u wigkszosci kregowcow, a ktdrego reakcje
katalizowane sgq przez enzymy zaliczane do biatek sierocych (do czasu opublikowania prac
stanowiacych przedlozone do oceny osiagnigcie naukowe) jest biosynteza dipeptydow
imidazolowych.

Dipeptydy imidazolowe (dipeptydy zawierajace L-histydyng) - to grupa zwiazkow,
w ktorych budowie mozna wyrdzni¢ wystgpowanie aminokwasu niebialkowego: [-alaniny lub
kwasu 7y-aminomastowego (GABA) oraz L-histydyny (Boldyrev i wsp., 2013). Zwiazki te
wystepuja w wysokich stgzeniach w migéniach szkieletowych (0,5-45 mM) oraz mdzgu
(0,5-1,5 mM) wigkszosci kregowcow. Najlepiej poznanymi i1 dominujacymi w tkankach
przedstawicielami tej grupy zwiazkéw sa karnozyna (f-alanylo-L-histydyna) i jej metylowa
pochodna anseryna (B-alanylo-Nz-metylo-L-histydyna) (Boldyrev i wsp., 2013). Natomiast w
mozgu stwierdza si¢ takze obecno$¢ homokarnozyny (GABA-L-histydyna) oraz homoanseryny
(GABA-Nz-metylo-L-histydyna).

Rola fizjologiczna dipeptydéw imidazolowych nie zostala dotychczas ostatecznie

wyjasniona. W tkance migéniowej wydaja si¢ one peli¢ role zwiazkow buforowych,
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utrzymujacych homeostaze kwasowo-zasadowa, a w oSrodkowym ukfadzie nerwowym moga
dziala¢ jako neuromodulatory lub/i neuroprzekazniki (Boldyrev, 2007). Postuluje si¢ takze,
ze zwiazki te sa gldwnymi endogennymi chelatorami jonéw Cu'? oraz dzialaja antyoksydacyjnie
i przeciwglikacyjnie (Boldyrev i wsp., 2013). Za gléwna trudno$¢ w badaniach roli fizjologiczne;j
dipeptydéw imidazolowych uwazano dotychczas brak informacji odnosnie enzyméw katalizujacych
synteze tych zwiazkéw (Bauer, 2005). Co prawda, juz na przelomie lat 50- i 60-tych XX wieku
wykazano, ze zarowno karnozyna jak i homokarnozyna powstaja z odpowiednich aminokwaséw w
reakcji katalizowanej przez syntazg karnozynowa (EC 6.3.2.11; Kalyankar i Meister, 1959),
a anseryna wydaje si¢ by¢ produktem aktywnoéci N-metylotransferazy karnozynowej (EC 2.1.1.22;
McManus, 1962). Jednak dopiero realizacja badan, ktorych wyniki stanowig tres¢ przedstawionego
do oceny osiagniecia naukowego, zaowocowata identyfikacja genéw syntazy karnozynowej
i N-metylotransferazy karnozynowej oraz umozliwila poznanie wlasciwosci biochemicznych

i molekularnych tych enzyméw.

Cel badan

Celem badan byla identyfikacja genéw kodujacych enzymy szlaku biosyntezy dipeptydow
imidazolowych u kregowcow oraz charakterystyka biochemiczna tych bialek. Realizacja tego
zadania pozwolila nie tylko na poznanie molekularnych podstaw biosyntezy karnozyny
i anseryny, lecz réwniez zaowocowala identyfikacja nowego, jeszcze dotychczas nie opisanego,
enzymu metabolizmu pB-alaniny u kregowcéw. Uzyskane wyniki zostaly opublikowane
w czterech recenzowanych artykutach eksperymentalnych, ktére wchodza w sklad osiagnigcia

naukowego przediozonego do oceny. Najwazniejsze z otrzymanych wynikdw om6éwiono ponize;.

WYNIKI

Publikacja: Drozak J, Veiga-da-Cunha M, Vertommen D, Stroobant V, Van Schaftingen E. (2010)
Molecular identification of carnosine synthase as ATP-grasp domain-containing protein 1
(ATPGD1). J Biol Chem., 285: 9346-56.

W pracy zamieszczono wyniki badan, ktére doprowadzily do identyfikacji syntazy
karnozynowej kregowcow jako biatka zawierajacego domeng ATP-grasp (ang. ATP-grasp domain-
containing protein 1, ATPGD1, UniProtKB: A5YM?72). Doswiadczenia byly prowadzone przeze
mnie w ramach stazu podoktorskiego w laboratorium kierowanym przez prof. Emila Van
Schaftingena, Instytut de Duve, Belgia.

Wykorzystujac test radioizotopowy do $§ledzenia zmian aktywnosci syntazy karnozynowe;j

podczas jej sekwencyjnego oczyszczania z migéni piersiowych kury (bogatego zrodla enzymu)
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z uzyciem chromatografii jonowymiennej, saczenia molekularnego oraz chromatografii
powinowactwa, uzyskalem niemal homogenny preparat enzymu. Charakterystyka
chromatograficzna produktéw reakcji katalizowanej przez oczyszczony enzym wykazata, ze
syntezie karnozyny z (3-alaniny oraz L-histydyny towarzyszy hydroliza ATP z wytworzeniem ADP
i Pi, a nie AMP oraz PP; jak dotychczas sadzono (Kalyankar i Meister, 1959; Boldyrev i wsp.,
2013).

Wstepna identyfikacja biatek wystepujacych w uzyskanym preparacie technikg tandemowe;j
spektrometrii mas (MS/MS) nie pozwolila na wytypowanie biatka, ktére mogloby by¢
poszukiwanym enzymem. Zalozono, ze negatywny wynik analiz MS/MS jest efektem braku
kompletnosci proteomu/genomu kury domowej (w latach 2008-2009). Wykorzystujac uzyskane
informacje o mechanizmie katalizowanej reakcji oraz profile ekspresji gendw kregowcow dostepne
w bazie BioGPS, sposrod biatek obecnych w bazie rodzin biatkowych ,,pfam” wytypowano biatko
ATPGDI1 jako jedyna potencjalng syntazg karnozynowa. Poniewaz zar6wno sekwencja genu jak
1 mRNA kodujacego biatko ATPGD1 kury domowej rzeczywiscie nie wystgpowala w 6wczesnych
bazach danych, uzywajac dostgpnych sekwencji ESTs (Expressed Sequence Tags) wykonatem
sekwencjonowanie cDNA kodujacego biatko ATPGD1 kury, a uzyskane dane zostalty umieszczone
w publicznej bazie danych (GenBank: GU453679.1). Powtérna analiza wynikéw identyfikacji
bialek technika MS/MS z uzyciem banku danych uzupelnionego o poznang sekwencjg
aminokwasowa ATPGDI, potwierdzita dominujaca jego obecno$¢ w oczyszczonym preparacie
enzymu.

Wykorzystujac zaro6wno homogenne rekombinowane biatko ATPGD1 myszy oraz
czlowieka jak i preparat oczyszczonego natywnego enzymu kury, wykonano wyczerpujaca
charakterystyke biochemiczng syntazy karnozynowej. Wyniki analizy chromatograficznej oraz
MS/MS potwierdzity, ze produktem aktywnos$ci badanych bialek jest karnozyna. Ustalilem rodzaj
kinetyki enzymatycznej badanej reakcji (Michaelisa-Menten), wyznaczylem jej podstawowe
parametry kinetyczne (Km, Vmax, Kca) Oraz wyczerpujaco okreslitem swoisto$¢ substratowg
badanych enzyméw. W szczegdlnosci, wykazalem niskg swoisto$¢ substratowa syntazy
karnozynowej wzgledem akceptora [3-alaniny. Istotne jest rowniez to, ze wyniki te zapoczatkowaty
kolejne badania prowadzone przez zespdt prof. Van Schaftingena, ktére zaowocowaly identyfikacja
nowego enzymu tzw. korekty metabolicznej (ang. metabolite proofreading enzyme) (Veiga-da-
Cunha i wsp., 2014). Biatka zaliczane do tej grupy enzymoéw usuwaja ,,wadliwe” i czesto toksyczne
metabolity powstajace jako uboczne produkty aktywnosci enzyméw na skutek ich niedoskonalo$ci
katalitycznej (Van Schaftingen i wsp., 2013).

Poznanie genu kodujacego syntaze karnozynowa (CARNSI, ATPGDI) stanowi ,przelom w
badaniach nad karnozyng” (Boldyrev i wsp., 2013). Osiagnigcie to, umozliwia precyzyjng
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identyfikacje tkanek i komoérek, w ktérych enzym jest wyrazany oraz daje mozliwo$¢ poznania
mechanizméw regulacji jego aktywnoéci, przyczyniajac si¢ do pelnego zrozumienia jego roli
fizjologicznej. Ponadto, mozliwo$¢ przygotowania zwierzat pozbawionych funkcjonalnego genu
CARNSI1 pozwala na identyfikacje chorob zwierzat i czlowieka, w ktérych zaangazowana jest

karnozyna i zwiazki pokrewne.

Glowne osiqgniecia poznawcze
Uzyskane w tej pracy wyniki pozwolity na:
e wykazanie, Ze syntezie karnozyny z (3-alaniny oraz L-histydyny towarzyszy hydroliza ATP
z wytworzeniem ADP i P;, a nie AMP oraz PP; jak dotychczas sadzono (Kalyankar
i Meister, 1959; Boldyrev i wsp., 2013),
e identyfikacje genu kodujacego syntazg karnozynowa kregowcdw jako A7PGDI (a obecnie
CARNSI),
e okreélenie sekwencji otwartej ramki odczytu mRNA kodujacego biatko ATPGDI1 kury
domowej,
e uzyskanie preparatéw homogennej rekombinowanej syntazy karnozynowej czlowieka
i myszy oraz wysoce oczyszczonego enzymu kury domowej, a takze wykonanie

charakterystyki biochemicznej reakcji katalizowanej przez te biatka.

Publikacja Drozak J, Chrobok L, Poleszak O, Jagielski AK, Derlacz R. (2013) Molecular
identification of carnosine N-methyltransferase as chicken histamine N-methyltransferase-like
protein (hnmt-like). PLoS One., 8: €64805.

W publikacji przedstawiono wyniki badan, ktore doprowadzily do identyfikacji
N-metylotransferazy karnozynowej ptakow i gadow jako biatka podobnego do N-metylotransferazy
histaminowej (ang. histamine N-methyltransfearse-like protein, HNMT-like, UniProtKB:
U3NEE3). Do$wiadczenia prowadzono w ramach, kierowanego przeze mnie, projektu
Molekularna i biochemiczna charakterystyka N-metylotransferazy karnozynowej (EC 2.1.1.22)"
(grant MNiSW, Tuventus Plus Nr 0081/P01/2010/70), realizowanego w latach 2010-2011.

Wykorzystujac test radioizotopowy do $ledzenia zmian aktywno$ci N-metylotransferazy
karnozynowej podczas jej oczyszczania z migéni piersiowych kury z uzyciem chromatografii
jonowymiennej oraz saczenia molekularnego uzyskano preparat enzymu oczyszczony okoto 640-
krotnie. Identyfikacja bialek tego preparatu technika MS/MS umozliwita mi wytypowanie bialka
JHNMT-like” jako potencjalnej N-metylotransferazy karnozynowej. Analiza poréwnawcza

sekwencji biatka HNMT-like oraz sekwencji wiasciwej N-metylotransferazy histaminowej (HNMT)
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kury potwierdzila, ze cho¢ enzymy te sa ze soba spokrewnione, to najpewniej katalizuja metylacjg
odmiennych chemicznie substratow.

Wykorzystujac homogenne rekombinowane biatko HNMT-like kury oraz preparat
oczyszczonego natywnego enzymu, wykonano charakterystyke biochemiczna N-metylotransferazy
karnozynowej. Wykorzystujac metody chromatograficzne oraz analiz¢ MS/MS stwierdzilem, ze
anseryna (B-alanylo-Nz-metylo-L-histydyna) jest jedynym produktem aktywnos$ci biatka HNMT-
like. Ustalitem typ kinetyki enzymatycznej badanej reakcji (Michaelisa-Menten), wyznaczylem
podstawowe parametry kinetyczne (Km, Vmax, Kea) Oraz okreslilem specyficznos¢ substratowa
badanego enzymu, potwierdzajac jego wysoka swoisto§¢ wzgledem karnozyny.

Ponadto, analizujac informacje dostepne w publicznych bazach danych (GenBank, Uniprot)
wykazatem, ze: (i) gen HNMT-like jest prawdopodobnie paralogiem genu HNMT, powstalym
w wyniku duplikacji genu zZrédlowego, ktéra zaszta u wspolnego przodka gadow i ptakow
(zauropsydy), (ii) podobne duplikacje zrodlowego geny HNMT(-like) miaty miejsce takze we
wczesniejszych etapach ewolucji krggowcdw (np. u przodka ryb) oraz (iii) gen kodujacy aktywnoscé
N-metylotransferazy karnozynowej (HNMT-like) u zauropsyddw nie wystgpuje w genomach
ssakow.

Majac na uwadze powyzsze wyniki oraz fakt, ze wielokrotnie potwierdzono obecno$¢ w
tkankach ssakow reakcji metylacji karnozyny z wytworzeniem anseryny, uzyskane dane wskazaty
na mozliwo$¢ istnienia u ssakow odmiennego i niespokrewnionego z HNMT-like genu kodujacego
N-metylotransferaze karnozynowa. Zatem identyfikacja genu kodujacego N-metylotransferazg
karnozynowa gadéw i ptakéw nie tylko otwiera mozliwos¢ dalszych badan, ktére najpewniej
zaowocujg doglebnym poznaniem roli fizjologicznej anseryny u tej grupy zwierzat, lecz takze

dostarczg zupetnie nowych informacji o ewolucji badanej aktywnos$ci enzymatycznej u krggowcow.

Giowne osiqgniecia poznawcze
Podsumowujac, wyniki uzyskane w tej pracy umozliwily :
e identyfikacje genu kodujacego N-metylotransferaz¢ karnozynowa ptakéw i gadow jako
HNMT-like,
e szczegblowa charakterystyke biochemiczng reakcji katalizowanej przez homogenna
rekombinowana N-metylotransferaz¢ karnozynowga kury domowe;,
e wysuniecie hipotezy odno$nie istnienia odmiennego genu kodujacego N-metylotransferazg

karnozynowga u ssakow.
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Publikacja: Drozak J, Piecuch M, Poleszak O, Kozlowski P, Chrobok L, Baelde HJ, de Heer E.
(2015) UPF0586 Protein C9orf41 Homolog Is Anserine-Producing Methyltransferase. J Biol
Chem., 290: 17190-205.

W publikacji przedstawiono wyniki badan, ktore doprowadzily do identyfikacji
N-metylotransferazy karnozynowej ssakow jako bialka C9orf4l (takze UPF0586, UniProtKB:
Q5BJZ6). Doswiadczenia prowadzono w ramach, kierowanego przeze mnie, projektu ,,Molekularna
oraz biochemiczna charakterystyka biatka C9orf41 eukariontéw.” (grant NCN, Opus-6 Nr
2013/11/B/NZ1/00078), realizowanego w latach 2014-2016.

Wykorzystujac metody chromatograficzne (chromatografia jonowymienna, saczenie
molekularne oraz chromatografia powinowactwa) oczyszczono okolo 2600-krotnie biatko
wykazujace aktywno$é N-metyltransferazy karnozynowej w migsniach szkieletowych szczura.
Stosujac metode MS/MS w celu precyzyjnego ustalenia sktadu bialkowego oczyszczonego
preparatu oraz analize¢ poréwnawcza sekwencji aminokwasowych zidentyfikowanych bialek,
wytypowalem bialko UPF0586 protein C9orf4l homolog (UPF0586) jako potencjalna
N-metylotransferaz¢ karnozynowa szczura.

Poniewaz wystepowanie ortologéw biatka UPF0586 stwierdzono takze u organizmow, ktore
dotychczas uwazano za pozbawione mozliwosci biosyntezy anseryny (np. drozdze piekarnicze,
czlowiek), przygotowano homogenne rekombinowane biatka UPF586 czlowieka, szczura, kury
domowej oraz drozdzy piekarniczych i wykonano ich szczegblowa charakterystyke biochemiczna.
Wyniki analizy chromatograficznej oraz MS/MS potwierdzity, Ze produktem aktywnosci tych
biatek jest anseryna. Ustalono rodzaj kinetyki enzymatycznej badanej reakcji (Michaelisa-Menten),
wyznaczono jej podstawowe parametry kinetyczne (K, Vmax, Kea) oraz okre$lono optima
temperaturowe i pH, a takze swoisto$¢ substratowa badanych enzyméw. Wykazano, ze wszystkie
biatka katalizuja metylacje takze innych di- oraz tripeptydow zawierajacych L-histydyne, co moze
wskazywaé na istnienie odmiennego od karnozyny substratu tych enzyméw, np. C- terminalne;
reszty histydynowej w niezidentyfikowanym biatku. Obserwacja ta znalazta wstgpne potwierdzenie
w wynikach do$wiadczen, ktére ujawnily obecno$¢ ssaczych ortologéw biatkka UPF0586 (jako
biatek fuzyjnych z biatkiem EGFP) zaréwno w cytozolu jak i jadrach komorek linii HeLa.
Poniewaz biosynteza anseryny zachodzi w cytozolu, obecno$¢ N-metylotransferazy karnozynowej
w jadrze komorkowym moze §wiadczy¢ m.in. o obecnosci innych jego substratow.

Ze wzgledu na brak anseryny w tkance migéniowej czlowieka uwazano dotychezas,
7e u czlowieka, jako jedynego ssaka, nie wystgpuje N-metyltransferaza karnozynowa (Boldyrev
i wsp., 2013). Przedstawione w omawianej publikacji wyniki przecza tej hipotezie, a pomiary
poziomu mRNA kodujacego ludzkie bialko UPF0586 wykazaty jego obecnos$¢ w nerkach, lecz nie

w mie$niach, sugerujac istotne znaczenie anseryny w fizjologii nerek czlowieka. Co istotne,
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obecnos¢ wysokich stezen anseryny w korze nerek czlowieka zostala ostatnio potwierdzona
do$wiadczalnie (Peters i wsp., 2015), a utracie genu kodujacego biatko UPF0586 towarzysza
zaburzenia funkcji tego narzadu (Baglietto i wsp., 2014).

Poznanie genu kodujacego N-metylotransferaz¢ karnozynowsa ssakow stanowi ostateczne
rozwigzanie problemu molekularnej podstawy biosyntezy anseryny u kregowcow, lecz jednoczesnie
rodzi nowe pytania dotyczace roli biatka UPF0586 u organizméw niewytwarzajacych dipeptydow

imidazolowych (drozdze piekarnicze) czy jego funkcji u czlowieka.

Glowne osiqgnigcia poznawcze
Wyniki badan przedstawionych w tej pracy pozwolily na:

e identyfikacje genu kodujacego N-metylotransferaze¢ karnozynowa ssakéw jako C9orf41
(obecnie CARNMT),

e uzyskanie homogennej rekombinowanej N-metylotransferazy karnozynowej czlowieka,
szczura, kury domowej oraz drozdzy piekarniczych i wykonanie szczegbélowej
charakterystyki biochemicznej reakcji katalizowanej przez te biatka,

e wykazanie mozliwosci istnienia odmiennego substratu dla N-metylotransferazy
karnozynowej, zwlaszcza u organizméw niewytwarzajacych dipeptydéw imidazolowych,

e ustalenie, ze w organizmie czlowieka najprawdopodobniej zachodzi reakcja metylacji

karnozyny z wytworzeniem anseryny.

Publikacja: Drozak J, Veiga-da-Cunha M, Kadziolka B, Van Schaftingen E. (2014) Vertebrate
Acyl CoA synthetase family member 4 (ACSF4-U26) is a p-alanine-activating enzyme
homologous to bacterial non-ribosomal peptide synthetase. FEBS J., 281: 1585-97.

W pracy przedstawiono wyniki badan, ktére doprowadzity do identyfikacji nowego,
dotychczas nieopisanego enzymu metabolizmu [-alaniny u krggowcow. Doswiadczenia byty
prowadzone we wspoipracy z zespotem prof. Emila Van Schaftingena (Instytut de Duve, Belgia) w
ramach kierowanego przeze mnie projektu ,, Molecular and biochemical characterization of Acyl-
CoA Synthase Family Member 4, a mysterious enzyme of mammalians” (grant Fundacji na Rzecz
Nauki Polskiej, HOMING PLUS/2010-2/2), realizowanego w Zakladzie Regulacji Metabolizmu
Uniwersytetu Warszawskiego w latach 2011-2013.

Ze wzgledu na to, ze (i) analiza sekwencji poznanych genomow kregowcow wykazala,
ze enzym 4 nalezacy do rodziny syntetaz acylo-CoA (ang. Acyl CoA synthetase family member 4,
ACSF4, UniProtKB: Q4L235) jako jedyny posiada wyrazne pokrewienstwo z owadzim biatkiem
Ebony (UniProtKB: 076858), enzymem katalizujacym kondensacj¢ P-alaniny z histaming

z wytworzeniem [-alanylohistaminy (karcyniny) (Richardt i wsp. 2003), (ii) analiza porownawcza
11
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sekwencji aminokwasowej domeny katalizujacej aktywacjg substratu w biatku ACSF4 sugerowala,
7e jego substratem moze by¢ glicyna lub (-alanina oraz (iii) przewidywany mechanizm reakcji
katalizowanej przez ACSF4 odpowiadal domniemanemu mechanizmowi biosyntezy karnozyny
opisanemu przez Kalyankara i Meistera (1959), biatko ACSF4 zostalo wytypowane jako
potencjalnie nowa forma syntazy karnozynowej, odmienna od biatka ATPGDI.

Enzym ACSF4 jest duzym bialkiem (120 kDa), wystgpujacym u wszystkich eukariontow
z wylaczeniem grzybéw, w strukturze ktorego mozna wyr6zni 3 domeny: adenylujaca, tiolujaca
oraz podobna do domeny PQQDH (PQQDH-related). Domena adenylujaca aktywuje aminokwas,
katalizujac synteze jego adenylanu (aminoacylo-AMP), a nastgpnie reszta aminoacylowa jest
przenoszona na 4’-fosfopanteteing, grupe prostetyczng zwiazang z domeng tiolujaca. Funkcja
domeny ,,PQQDH-related” pozostaje nieznana.

Wykorzystujac test radioizotopowy wykazatem, Ze homogenny rekombinowany enzym
ACSF4 myszy swoiscie aktywuje [*H]B-alaning, tworzac kowalencyjne wiazanie tioestrowe
pomiedzy grupa prostetyczng a radioaktywnym aminokwasem. Reakcja jest SciSle zalezna od
hydrolizy ATP oraz w mniejszym stopniu innych nukleotydéw. Enzym wykazuje zarwno wysokie
powinowactwo (Ky = 6 pM, kinetyka Michaelisa-Menten) jak i duza swoisto$¢ substratowa
wzgledem P-alaniny. Spoéréd badanych analogdéw strukturalnych B-alaniny, jedynie 2-metylo-p-
alanina wplywata nieznacznie na szybko§¢ aktywacji badanego aminokwasu w  testach
wspotzawodniczych.

Badajac transfer aktywnej B-alaniny z grupy prostetycznej enzymu na potencjalne
drobnoczasteczkowe akceptory stwierdzilem, ze enzym katalizuje przeniesienie [-alaniny
wylacznie na zwiazki sulthydrylowe (DTT, cysteamina, L-cysteina), lecz nie na L-histydyng lub
histamine i inne aminy biogenne. Enzym ACSF4 nie jest zatem syntaza karnozynowa ani nie
wykazuje aktywnoéci bialka Ebony. Ponadto wykazatem, Ze reakcja P-alanylacji zwiazkow
sulfhydrylowych ma najpewniej charakter ubocznej reakcji transtioestryfikacji i rearanzacji typu
LN—S acyl shift’, ktora nie ma znaczenia fizjologicznego i zachodzi w $rodowisku reakcji
pozbawionym naturalnego akceptora B-alaniny. Podobne zjawisko zaobserwowano wczesniej dla
reakcji aktywacji aminokwasow przez syntetazg aminoacylo-tRNA (Jakubowski, 1995). Poniewaz
obserwowane reakcje sa takze katalizowane przez enzym ACSF4 pozbawiony domeny ,,PQQDH-
related”, wydaje si¢, ze domena ta nie bierze udzialu w katalizie badanych reakcji. Natomiast
analiza poréwnawcza sekwencji aminokwasowej tej domeny sugeruje, ze moze ona warunkowac
oddziatywanie enzymu ACSF4 z innym biatkiem.

Niestety mimo znacznego wysilkku badawczego nie udalo si¢ nam zidentyfikowac
fizjologicznego akceptora aktywnej B-alaniny lub chociazby biatek oddzialujacych z enzymem
ACSF4. Nalezy jednak podkresli¢, ze produkt aktywno$ci enzymu ACSF4 jest z pewnoscia
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zwigzkiem nowym i dotychczas nie opisanym w literaturze. Tym samym moze by¢ on np. nowg
czasteczka sygnalowa, pierwszym metabolitem w nowym szlaku metabolicznym lub nieznang

modyfikacja biatek lub RNA o istotnym znaczeniu dla prawidlowego funkcjonowania komorki.

Glowne osiqgniecia poznawcze
Podsumowujac, w tej pracy wykonano podstawowa charakterystyke biochemiczng enzymu ACSF4,
tj. wyznaczono parametry kinetyczne reakcji i okreslono swoisto$¢ substratowa enzymu oraz
wykazano, ze:
e Dbialko ACSF4 jest nowym enzymem metabolizmu B-alaniny u kregowcdéw, a produkt
katalizowanej przez niego reakcji nie zostal dotychczas zidentyfikowany,
e dotychczasowe zamieszczone w piSmiennictwie informacje o znaczeniu enzymu ACSF4

w metabolizmie lizyny u krggowcow sa bledne (Kasahara i Kato, 2003).

PODSUMOWANIE

Wyniki przedstawione w publikacjach wchodzacych w sklad osiagnigcia naukowego
stanowia nie tylko istotny wklad w wiedz¢ o metabolizmie B-alaniny oraz molekularnych i
biochemicznych mechanizmach biosyntezy karnozyny i anseryny, lecz otwierajg takze perspektywy
nowych badan z zakresu genetyki, biochemii i fizjologii kregowcow. Uzyskane dane spotkaly si¢
z zywym zainteresowaniem spolecznosci naukowej, czego wyrazem jest ich cytowanie w pracach
innych badaczy oraz fakt otrzymania przeze mnie zaproszenia do wygloszenia 2 referatow na
kongresie i sympozjum na temat identyfikacji genu N-metylotransferazy karnozynowej kury
domowej - podczas “Annual Carnosine Symposium”, Leiden, Holandia, 28 sierpnia 2013 roku
oraz ,International Congress on Carnosine and Anserine”, ktory odbyt si¢ w dniach 5-7 sierpnia
2014 roku w Tokio, Japonia.

Realizacja niniejszego osiagniecia nie bylaby mozliwa bez wykorzystania zaréwno
klasycznych jak i najnowszych metod z zakresu biochemii i1 biologii molekularnej. Wymagato to
ode mnie zorganizowania, zupelnie od podstaw, pracowni biologii molekularnej, gdyz metody
i techniki swoiste dla tej nauki nie byly dotychczas stosowane w Zakladzie Regulacji Metabolizmu
Uniwersytetu  Warszawskiego. Nalezy tutaj podkreslié, ze zdecydowana wigkszo$¢
przedstawionych wynikéw zostala uzyskana w Zaktadzie Regulacji Metabolizmu. Bylo to mozliwe
takze dzigki pozyskaniu przez Zaklad w ramach projektu Centrum Badan Przedklinicznych
1 Technologii (CePT, 2008-2015), finansowanego z funduszy Unii Europejskiej (Program
Operacyjny Innowacyjna Gospodarka, 2007-2013, priorytet 2, dziatanie 2.2.) nowoczesnego
tandemowego spektrometru mas, umozliwiajacego badania proteomiczne oraz fragmentacyjne

analizy budowy chemicznej zwigzkow drobnoczasteczkowych.
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PLANY NAUKOWE
W nadchodzacych latach planuje realizacjg projektéw badawczych dotyczacych nastgpujacych
zagadnienien:

e identyfikacja endogennego substratu bialka UPF0586 u organizmoéw niewytwarzajacych
dipeptydéw imidazolowych (drozdze piekarnicze, rzodkiewnik pospolity) oraz okreslenie
znaczenia fizjologicznego powstajacego produktu,

e identyfikacja molekularna i charakterystyka biochemiczna enzymow katalizujacych
metylacje reszt histydynowych swoistych bialek u kregowcéw. Badania te beda miaty na
celu poznanie tozsamoéci molekularnej bardzo slabo poznanej grupy enzymow
metylujacych bialka takie jak PB-aktyna i kinaza tancucha lekkiego miozyny, co bedzie

pomocne w ustaleniu roli fizjologicznej tych modyfikacji potranslacyjnych.
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5. Oméwienie pozostalych osiggni¢¢ naukowo - badawczych.
Osiqgniecia naukowo-badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora

Prace naukowg rozpoczatem od badan nad zalezno$cig miedzy metabolizmem glukozy,
a stanem zredukowania $rodowiska wewnatrzkomérkowego, wykonywanych w ramach pracy
magisterskie pt. ,,Zmiany zawartosci i stanu zredukowania wewnqtrzkomorkowego glutationu
w kanalikach kory nerki krolika” pod opieka prof. dr hab. Jadwigi Bryly w Zakladzie Regulacji
Metabolizmu Uniwersytetu Warszawskiego. Uzyskane wyniki dowiodly istnienia zwiazku migdzy
szybkos$cia biosyntezy glukozy de novo (glukoneogeneza), a stanem zredukowania glutationu
w kanalikach nerkowych oraz wyjasnity mechanizm tego zjawiska [Metabolism, 2003, 52: 739-
746].

W trakcie pracy doktorskiej, ktorej promotorem byta prof. dr hab. Jadwiga Bryla,
prowadzilem badania nad wyjasnieniem mechanizmu hipoglikemicznego dzialania L-3,4-
dihydroksyfenyloalaniny (L-DOPA, prekursor dopaminy) oraz selegiliny (inhibitor oksydazy
monoaminowe] B), podstawowych lekoéw wykorzystywanych w terapii choroby Parkinsona u ludzi.
Stwierdzitem, ze L-DOPA zmniejsza szybkosci syntezy glukozy w kanalikach nerkowych krélika
na skutek stresu oksydacyjnego, towarzyszacego wewnatrzkomérkowej degradacji tego leku
[Int J Biochem Cell Biol, 2005, 37: 1269-80]. Natomiast hamujace dzialanie selegiliny na syntez¢
glukozy w kanalikach nerkowych i hepatocytach wynika z zaburzenia wytwarzania energii
w mitochondriach tych komérek [Chem Biol Interact, 2007, 170: 162-76].

Badania nad metabolizmem i dzialaniem L-DOPA 1 selegiliny wymagaly ode mnie
wdrozenia i opanowania nowych technik analitycznych (HPLC EC, HPLC IC/MS), co umozliwilo
mi udziat takze w innych projektach badawczych o do$¢ réznorodnej tematyce. Prace te dotyczyly:

e wyjasnienia dziatania etanolu na metabolizm glukozy i1 aminokwaséw w kanalikach

nerkowych krélikow [Alcohol Alcohol, 2004, 39: 93-100],

e identyfikacji mechanizmu hipoglikemicznego dzialania wanadu, wolframu i molibdenu

u krélikow [Mol Cell Biochem, 2004, 261: 9-21],
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e okre§lenia zmian stanu oksydoredukcyjnego glutationu oraz wytwarzania wolnych
rodnikéw hydroksylowych w kanalikach nerkowych krélikow z cukrzyca [Mol Cell
Biochem, 2004, 261: 91-8],

e wykazania antyoksydacyjnego dzialania melatoniny u zwierzat z cukrzyca in vivo [J Pineal

Res, 2006, 40: 168-76].

Wigkszo$¢ opisanych powyzej badan byla finansowana z grantu KBN ,, Nowe potencjalne leki
kontrolujqce metabolizm glukozy w watrobie i nerkach krélika w warunkach normy i cukrzycy
doswiadczalnej” (Nt 3P0O5A 049 25, 2003-2006, kierownik: prof. dr hab. Jadwiga Bryla), ktorego
bytem gléwnym wykonawca. Opublikowane prace zostaly wyr6znione w latach 2004, 2005 oraz

2006 nagrodami zespolowymi J.M. Rektora Uniwersytetu Warszawskiego za badania naukowe.

Osiqgniecia naukowo-badawcze po uzyskaniem stopnia doktora
Po uzyskaniu stopnia doktora otrzymatem i przyjatem propozycj¢ odbycia stazu podoktorskiego
w laboratorium prof. Emila Van Schaftingena w Instytucie de Duve na Katolickim Uniwersytecie w
Louvain (Belgia). W rocznym okresie poprzedzajacym wyjazd bylem zaangazowany w badania
majace na celu ustalenie podstawowych parametréw farmakokinetycznych wytypowanych nowych,
potencjalnych lekow przeciwcukrzycowych w ramach projektu ,,Polski lek innowacyjny w terapii
cukrzycy typu 2 oparty na mechanizmie oddzialywania poprzez receptory PPARy - badania
przedkliniczne” (nr WKP_1/1.4.1/1/2006/54/54/580) realizowanego przez konsorcjum naukowe
zawiazane migdzy Adamed Sp. z 0.0., Uniwersytetem Warszawskim, Uniwersytetem Jagiellonskim
oraz Akademig Medyczna w Gdansku (2005-2008).
Ponadto kontynuujac moje zainteresowanie wplywem lekéw na homeostazg glukozy u ssakow,
badalem mechanizm hipoglikemcznego dziatania gatifloksacyny — antybiotyku z grupy
fluorochinolonéw. Dowiodlem, ze gatifloksacyna zmniejsza szybko$¢ procesu glukoenogenezy
w nerkach i watrobie krolikow, gdyz jest inhibitorem mitochondrialnego transportera pirogronianu
w komérkach tych narzadéw [Eur J Pharmacol, 2008, 594: 39-43]. Réwnoczesnie bralem aktywny
udzial w badaniach Zespotu Zaktadu Regulacji Metabolizmu, ktére pozwolity na:
e wykazanie antyoksydacyjnego dziatania melatoniny oraz tauryny w hodowlach pierwotnych
kanalikow nerkowych krdlika w warunkach wysokiego stgzenia glukozy [J Pineal Res,
2007, 42: 203-9] oraz
e identyfikacje mechanizmu hamowania syntezy glukozy w kanalikach nerkowych krolika
przez rosiglitazon z pominigciem aktywacji receptorow PPARy [Biochem Cell Biol, 2008,
86: 396-404].

16




dr Jakub Drozak Zalqcznik nr 2: Autoreferat w jezyku polskim

Po powrocie ze stazu podoktorskiego, utrzymujac wspolpracg z zespolem prof. Van
Schaftingena (Instytut de Duve, Belgia), kontynuowalem badania nad charakterystyka biatka
ACSF4 oraz identyfikacjg molekularng N-metylotransferazy karnozynowej, wchodzace w sklad
przedstawionego powyzej w pkt 4 osiagnigcia naukowego. Jednoczesnie, aktywnie uczestniczylem
w badaniach prowadzonych w Zakladzie Regulacji Metabolizmu oraz w pracach wykonywanych
we wspolpracy z roznymi zespotami badawczymi z kraju i z zagranicy, ktére dotyczyly:
e wykorzystania techniki nanoUPLC-MS/MS do identyfikacji w surowicy krwi czlowieka
bialek, potencjalnych markeréw wskazujacych na predyspozycjg do rozwoju cukrzycy typu
2; Projekt ,,Opracowanie metody wykrywania markeréw wskazujqcych na predyspozycje do
rozwoju insulinoopornosci"; Program Operacyjny Innowacyjna Gospodarka 2007-2013;
kierownik: prof. dr hab. Marek Straczkowski, Uniwersytet Medyczny w Bialymstoku,
e okreslenia roli proinsulinowego peptydu C w regulacji glukoneogenezy w kanalikach
nerkowych krélika [Chem Biol Interact, 2014, 218: 12-9],

e wyjasnienia mechanizmu hamowania wzrostu i inwazyjnosci glejaka wielopostaciowego w
stanie niedoboru L-argininy [Amino Acids, 2015, 47: 199-212],

e identyfikacji oraz lokalizacji tkankowej procesow syntezy i degradacji dipeptydow
imidazolowych w nerkach czlowieka [Amino Acids, 2015 47: 2541-50].

Nalezy nadmienié, ze nadal jest kontynuowana i rozwijana wspolpraca naukowa z zespotami
prof. Emila Van Schaftingena z Instytutu de Duve (w zakresie charakterystyki enzyméw sierocych),
prof. Emila de Heer z Uniwersytetu w Lejdzie (w badaniach dotyczacych znaczenia karnozyny i
anseryny w nerkach czlowieka) oraz dr Vereny Peters z Uniwersytetu w Heidelbergu (w zakresie
fizjologicznych ~ mechanizméw  regulacji ~ aktywnosci  syntazy  karnozynowej  oraz

N-metylotransferazy karnozynowe;).

Podsumowujac, w mojej pracy naukowej prowadzilem badania z zakresu biochemii i biologii
molekularnej, ktore dotyczyly: 1) wpltywu lekéw i hormonéw na metabolizm glukozy w watrobie
oraz nerkach w warunkach normy i cukrzycy alloksanowej, 2) identyfikacji molekularnej,
charakterystyki biochemicznej i okre$lenia roli fizjologicznej enzymoéw szlaku biosyntezy
dipeptydow imidazolowych oraz 3) badan proteomicznych surowicy krwi oraz  komorek

nowotworowych czlowieka.

Na mdj dorobek naukowy, poza 4 pracami stanowiacymi opisane powyzej osiagnigcie naukowe,
sktada si¢ rowniez 13 prac oryginalnych, 3 prace przegladowe, 1 rozdzial w ksiazce oraz 10

doniesien zjazdowych.
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Bralem udziat w realizacji 6 grantéw finansowanych przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego, Unig Europejskgq — Program Operacyjny Innowacyjna Gospodarka, Fundacjg na Rzecz

Nauki Polskiej oraz Narodowe Centrum Nauki, w tym kierowalem trzema z nich.

Badania z moim udzialem zostaly czterokrotnie wyréznione Nagrodami J.M. Rektora Uniwersytetu

Warszawskiego za wybitne osiggnigcia naukowe.

6. Dane bibliometryczne
e Sumaryczny wspotczynnik oddzialywania czasopism, w ktérych ukazaty si¢ wszystkie
publikacje habilitanta, zgodnie z rokiem opublikowania: 53,976,
(przed doktoratem: 18,444; po doktoracie: 35,532).
Dla prac opublikowanych w roku 2015 wykorzystano ostatniq dostepna w bazach wartosé
1F2014.
e Sumaryczna liczba punktow MNISW za wszystkie publikacje habilitanta: 520,
(przed doktoratem: 215; po doktoracie: 305).
e Liczba cytowan wszystkich prac habilitanta (wg bazy Web of Science): 256,
(prace opublikowane przed doktoratem: 172; prace opublikowane po doktoracie: 84)

e Indeks Hirscha habilitanta (wg bazy Web of Science): 8.
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