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1. POSIADAN

E DYPLOMY, STOPNIE NAUKOWE

Rok

Dyplom/stopien naukowy

2019

Uzyskanie stopnia naukowego doktora nauk medycznych nadanego
przez Rade Wydzialu Lekarskiego Gdanskiego Uniwersytetu

Medycznego, dyscyplina: biologia medyczna, specjalnosé: biochemia.

Rozprawa doktorska pt. ,,Metabolizm nukleotydow i przemiany
energetyczne w sercu w eksperymentalnym modelu plagsawicy

Huntingtona”, promotor: prof. dr hab. Ryszard T. Smolenski.

2014-2019

Studia doktoranckie na Wydziale Lekarskim Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego.

2014

Uzyskanie tytulu zawodowego magistra analityki medycznej.

Praca magisterska pt. ,,Analiza metaboliczna serca z zastosowaniem
stabilnych izotopomerow i spektrometrii mas”, promotor: prof. dr hab.

Ryszard T. Smolenski.

2009-2014

Studia magisterskie na kierunku analityka medyczna na Wydziale
Farmaceutycznym z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego.

2. INFORMACJE O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH
NAUKOWYCH.

Rok

Miejsce zatrudnienia

2018- do chwili

Adiunkt (od 2019 roku)/ asystent w Katedrze i Zaktadzie Biochemii

obecnej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego .

2015-2018 Mtodszy specjalista w Katedrze i Zaktadzie Biochemii Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego.

2014-2015 Doktorant w Katedrze i Zaktadzie Biochemii Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego w ramach stypendium programu TEAM FNP pt.
»Nukleotydy w patologii, diagnostyce i terapii choréb serca”.

2012-2014 Magistrant w Katedrze i Zaktadzie Biochemii Gdanskiego Uniwersytetu

Medycznego w ramach stypendium programu TEAM FNP pt.

,.Nukleotydy w patologii, diagnostyce i terapii chordb serca”.




3. OMOWIENIE OSIAGNIEC, O KTORYCH MOWA W ART. 219 UST. 1 PKT 2
USTAWY.

a) tytul osiggnigcia naukowego:

»Zmiany preferencji substratowej jako cel terapeutyczny w miopatiach zwiazanych z

choroba Huntingtona”

b) osiagni¢cie naukowe tworzy cykl 4 powigzanych tematycznie publikacji:

PRACA 1. Tomczyk M, Glaser T, Ulrich H, Slominska EM, Smolenski RT. Huntingtin protein
maintains balanced energetics in mouse cardiomyocytes, Nucleosides, Nucleotides and Nucleic

Acids, 2022, 41(3), 231-238. [1F=1.449; MNiSW=40]

PRACA 2. Tomczyk M, Glaser T, Slominska EM, Ulrich H, Smolenski RT. Purine nucleotides
metabolism and signaling in huntington’s disease: search for a target for novel therapies, International

Journal of Molecular Sciences, 2021, 22(12), 6545. [IF=6.208; MNiSW=140]

PRACA 3. Tomczyk M, Olkowicz M, Slominska EM, Smolenski RT. High throughput procedure
for comparative analysis of in vivo cardiac glucose or amino acids use in cardiovascular pathologies

and pharmacological treatments, Metabolites, 2021, 11(8), 497. [IF=5.581; MNiSW=70]

PRACA 4. Tomczyk M, Braczko A, Mierzejewska P, Podlacha M, Krol O, Jablonska P, Jedrzejewska
A, Pierzynowska K, Wegrzyn G, Slominska EM, Smolenski RT. Rosiglitazone ameliorates cardiac and
skeletal muscle dysfunction by correction of energetics in huntington’s disease, Cells, 2022, 11, 2662.

[IF=7.666; MNiSW=140]

Laczna wartos$¢ bibliometryczna cyklu wymienionych powyzej publikacji wynosi: IF = 20.904;

punktacja MNiSW = 390.

Oswiadczenia okre$lajace moj udziat w powstaniu wymienionych prac znajdujg si¢ w zatgczniku nr 4 —

wykaz osiggni¢¢ naukowych stanowigcych znaczny wklad w rozwoj okreslonej dyscypliny.

Oswiadczenia wspotautorow publikacji okreSlajace indywidualny wklad autordow w powstanie

poszczegdlnych publikacji zamieszczono w zatgcznikach nr 6.1-6.4.



¢) omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiggnigtych wynikow wraz z omdwieniem ich

ewentualnego wykorzystania

Cel naukowy prac wchodzacych w sklad osiagniecia habilitacyjnego

Celem przedstawionego osiagniecia bylo wykazanie roli zaburzen przemian substratow
energetycznych i metabolizmu energetycznego w dysfunkeji mie$ni szkieletowych i serca
zwigzanych z choroba Huntingtona, opracowanie technik analitycznych stuzacych tym badaniom

oraz zasugerowanie nowych strategii terapeutycznych.

Cele szczegblowe obejmowaty:

- Identyfikacje roli huntingtyny w regulacji metabolizmu energetycznego kardiomiocytow

(Tomezyk M, Glaser T, Ulrich H, Slominska EM, Smolenski RT. Huntingtin protein maintains
balanced energetics in mouse cardiomyocytes, Nucleosides, Nucleotides and Nucleic Acids, 2022,

41(3), 231-238.)

- Analize roli zaburzen metabolizmu energetycznego w dysfunkcji mie$ni szkieletowych i serca w

chorobie Huntingtona

(Tomezyk M, Glaser T, Slominska EM, Ulrich H, Smolenski RT. Purine nucleotides metabolism and
signaling in huntington’s disease: search for a target for novel therapies, International Journal of

Molecular Sciences, 2021, 22(12), 6545.)

- Opracowanie metody analizy preferencji substratowej serca z wykorzystaniem stabilnych

izotopomerow i spektrometrii mas

(Tomezyk M, Olkowicz M, Slominska EM, Smolenski RT. High throughput procedure for
comparative analysis of in vivo cardiac glucose or amino acids use in cardiovascular pathologies and

pharmacological treatments, Metabolites, 2021, 11(8), 497.)

- Analize wplywu farmakologicznej modyfikacji preferencji substratowej na metabolizm

energetyczny serca i miesni szkieletowych w mysim modelu choroby Huntingtona

(Tomezyk M, Braczko A, Mierzejewska P, Podlacha M, Krol O, Jablonska P, Jedrzejewska A,
Pierzynowska K, Wegrzyn G, Slominska EM, Smolenski RT. Rosiglitazone ameliorates cardiac and

skeletal muscle dysfunction by correction of energetics in huntington’s disease, Cells, 2022, 11, 2662.)



Opis osiagniecia habilitacvjnego

Choroba Huntingtona (HD) to rzadka, dziedziczna choroba neurodegeneracyjna, prowadzaca
do zaburzen poznawczych, psychicznych i motorycznych (1). Czestos¢ wystgpowania HD w Europie
szacuje si¢ na 5 do 10 przypadkow na 100 000 osob. U dorostych pierwsze objawy pojawiajg si¢ miedzy
30 a 50 rokiem zycia, po czym choroba postepuje przez kolejne 15-20 lat. Genetyczng przyczyng HD
jest wystepowanie wielokrotnych powtdrzen sekwencji nukleotydowej CAG w obrebie genu
huntingtyny (HTT) zlokalizowanego na chromosomie 4, co skutkuje wydluzeniem odcinka
poliglutaminowego w biatku HTT. Liczba powtorzen sekwencji nukleotydowej CAG w populacji waha
si¢ od 6 do 35, podczas gdy obecno$¢ ponad 36 powtdrzen okresla patogenny allel HD. Jedynie w
przypadku wystapienia od 36 do 39 powtorzen CAG w obrebie genu HTT objawy choroby mogg by¢
mniegjsze lub catkowicie niezauwazalne (1). Powyzej 39 powtdrzen wydluzenie odcinka
poliglutaminowego w eksonie 1 HTT prowadzi do powstania nierozpuszczalnych agregatéw
huntingtyny, obserwowanych zaréwno we wczesnych, jak i w zaawansowanych stadiach choroby (2).
Agregaty zmutowanej postaci HTT (mHTT) zidentyfikowano zaréwno w mozgu, jak i w tkankach
obwodowych np. w migéniach szkieletowych (3).

Cel 1. Identyfikacja roli huntingtyny w regulacji metabolizmu energetycznego kardiomiocytow

(Tomczyk M, Glaser T, Ulrich H, Slominska EM, Smolenski RT. Huntingtin protein maintains
balanced energetics in mouse cardiomyocytes, Nucleosides, Nucleotides and Nucleic Acids, 2022,

41(3), 231-238.)

Huntingtyna (HTT) jest biatkiem o wielko$ci 348 kD, bogatym w struktury HEAT (huntingtin,
elongation factor 3, PR65/A subunit of protein phosphatase 2A and mTor) odgrywajgcymi istotng role
w sygnalizacji pomiedzy HTT a innymi biatkami (4,5). Odnotowano, iz HTT oddziatuje z wieloma
biatkami miedzy innymi czynnikiem transkrypcyjnym wigzagcym CREB (CBP), fosfoproteing
PACSINI (protein kinase C and casein kinase substrate in neurons 1), receptorem wigzgcym witaming
D czy tez watrobowym receptorem X (6—8). Obecno$¢ HTT zaobserwowano w jadrze komorkowym,
retikulum endoplazmatycznym, aparacie Golgiego i endosomach (7,9). HTT koordynuje podziat
komorek 1 reguluje transkrypcje gendw. Posredniczy rowniez w procesach takich jak: endocytoza,
recykling pecherzykdw, transport endosomalny czy autofagia (4). Badania in vitro wykazaty, iz biatko
to niezbedne jest juz we wczesnej embriogenezie. Inaktywacja genu H7T jest letalna u myszy okoto
siodmego embrionalnego dnia rozwoju (10). Wykazano ponadto, ze myszy z knock-outem HTT
specyficznym dla mozgu wykazuja postgpujaca neurodegeneracje, co sugeruje, ze nie tylko akumulacja
agregatow mHTT ale takze utrata fizjologicznych funkcji przez HTT uczestniczy¢ moze w rozwoju

procesu neurodegeneracyjnego (11). Niemniej jednak rola HTT w roznicowaniu, rozwoju i



funkcjonowaniu innych typow komorek np. kardiomiocytow nie zostala wczesniej zbadana. Dlatego tez
celem pracy nr 1 skladajacej si¢ na osiggnigcie habilitacyjne byta proba zréznicowania mysich
macierzystych komoérek embrionalnych (ESC) z knock-outem H7T (metoda CRISPR) do

kardiomiocytow, a nastgpnie ocena ich metabolizmu energetycznego.

Badania przeprowadzone w pracy nr 1 wykazaty, Zze pomimo braku ekspresji HTT komorki
ESC z powodzeniem zréznicowano do kardiomiocytéw. Niemniej jednak zaobserwowano, iz
kardiomiocyty te (cechujace si¢ brakiem HTT (HTT KO)) wykazywaly zmniejszong kurczliwosé
zaro6wno w porownaniu z komorkami kontrolnymi (WT) jak i komérkami kontrolnymi poddanymi
procedurze CRISPR (SCR). Jedng z przyczyn zmian w kurczliwosci komorek HTT KO moze by¢
obnizone stezenie adenozyno-5’-trifosforanu (ATP) i dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego
(NAD") w odniesieniu do komoérek SCR (Praca 1, Rycina 1). Zaburzenia wewnatrzkomérkowych
stezeh ATP oraz NAD® w kardiomiocytach HTT KO sugerujg, iz pogorszenie metabolizmu
energetycznego serca w HD moze by¢ wynikiem utraty fizjologicznych funkcji przez HTT. Hipoteze t¢
utwierdza fakt, iz toksyczne agregaty mHTT nie akumulujg si¢ w sercach mysich modeli choroby
Huntingtona, co sugeruje, ze to nie one stanowig molekularng przyczyne kardiomiopatii towarzyszacej
HD (12). Wyniki omawianych badan wpisujg si¢ zatem w nurt sugerujagcy dualno$¢ mechanizmow
prowadzacych do zaburzen metabolizmu energetycznego w HD — utrate fizjologicznych funkcji HTT
oraz wewnatrzkomérkowa akumulacje agregatow jej zmodyfikowanej genetycznie formy - mHTT.
Wydaje si¢ zatem, iz obecnie testowane terapie, ktorych celem jest obnizenie wewnatrzkomorkowych

ilosci mHTT moga nie penic¢ roli terapeutycznej w kardiomiopatii zwigzanej w HD.

Co cickawe, nasze wczesniejsze obserwacje zarowno w modelach in vitro jak i in vivo HD,
wykazaty obnizone wewnatrzkomorkowe stgzenia ATP oraz NAD', ktorym towarzyszyly zaburzenia
przemian nukleotydow adeninowych (13—16). W piSmiennictwie istniejg dane sugerujace, ze HTT moze
regulowa¢ rowniez synteze i degradacje puryn (17). W pracy nr 1 skladajacej si¢ na osiggnigcie
habilitacyjne wykazano obnizong catkowitg pul¢ puryn (hipoksantyny, ksantyny, kwasu moczowego)
w nadsagczu komorkowym pochodzacym od kardiomiocytow HTT KO w odniesieniu do
kardiomiocytow SCR (Praca 1, Rycina 2). Dane te kontrastowaly z zaobserwowang wczesniej przez
nasz zespot znaczng akumulacjg katabolitoéw nukleotydow adeninowych w surowicy mysich modeli HD
(13), ktorg tlumaczylaby zwigkszona degradacja nukleotydow adeninowych, zarowno w mig$niach
szkieletowych jak i w sercu. Jednak dane uzyskane w omawianej pracy (brak zwigkszonej akumulacji
puryn w nadsaczu komorkowym pochodzacym od kardiomiocytow HTT KO), sugeruja iz gldwna
przyczyng obserwowanego wzrostu katabolitow nukleotydéw adeninowych w surowicy (mysich modeli

HD, a takze pacjentow z HD) moze by¢ ich zwigkszona degradacja gtdwnie w migsniach szkieletowych.



Podsumowujac, omawiana praca wykazata zaburzenia metabolizmu energetycznego 1 przemian
nukleotydow w kardiomiocytach pozbawionych HTT. Wydaje, si¢ zatem, Ze huntingtyna stanowi wazne
wielofunkcyjne biatko odgrywajace istotng role nie tylko w utrzymaniu prawidlowej funkcji i

metabolizmu komoérek uktadu nerwowego, ale takze komoérek nieneuronalnych tj. kardiomiocytow.

Cel 2. Analiza roli zaburzen metabolizmu energetycznego w dysfunkecji miesni szkieletowych i

serca w chorobie Huntingtona

(Tomczyk M, Glaser T, Slominska EM, Ulrich H, Smolenski RT. Purine nucleotides metabolism and
signaling in huntington’s disease: search for a target for novel therapies, International Journal of

Molecular Sciences, 2021, 22(12), 6545.)

Weczeéniejsze doniesienia publikacyjne wykazaly, ze u pacjentdw ciepigcych na HD, poza
zaburzeniami osrodkowego uktadu nerwowego (tj. zaburzeniami poznawczymi, psychicznymi i
motorycznymi) obserwuje si¢ rowniez zaburzenia funkcji migsni szkieletowych. Pacjenci z HD
charakteryzuja si¢ zmniejszong site migSniowag w poréwnaniu do osoéb zdrowych (18). Badania z
wykorzystaniem mysich modeli doswiadczalnych wykazaty ponadto towarzyszacg HD atrofi¢ migsni
szkieletowych (19). Odnotowano, iz obecno$¢ agregatow mHTT w migéniach szkieletowych
powodowata zmniejszenie rozmiaru, a takze zmiane¢ typu wiokien mig$niowych (19-23). Co cickawe
liczne badania epidemiologiczne wykazaly, iz choroby sercowo-naczyniowe stanowia druga co do
czestosci przyczyng zgonow w populacji pacjentow z HD (24,25). Wsrdd pacjentdéw z HD
zaobserwowano m.in. obnizong czgsto$¢ akcji serca czy tez zmienno$¢ rytmu (26-28). Dane te
potwierdzity rowniez badania in vivo. Wykazaty one, iz mysie modele HD charakteryzuja si¢ obecno$cia
zaburzen kurczliwosci mig$nia sercowego prowadzacych do kardiomiopatii rozstrzeniowej. Zmianom
tym towarzyszyta ponadto zwigkszona ekspresja genéow plodowych (zmiana charakterystyczna dla
patologicznego remodelingu serca) oraz obecno$¢ wtdknienia srodmigzszowego (29). Co ciekawe, serca
jednego z mysich modeli HD (R6/2) nie odpowiadaly w takim samym stopniu na diugotrwale
traktowanie izoproterenolem (zwigzkiem stymulujacym hipertrofie¢ serca), jak serca myszy typu
dzikiego, co sugeruje dysfunkcje w Sciezce sygnalizacyjnej prowadzacej do przebudowy serca (30).
Odnotowano réwniez, ze serca mysich modeli HD charakteryzowaly si¢ rowniez zwigkszong liczbg
komorek apoptotycznych (31). Wydaje si¢ zatem, iz jedng z mozliwych przyczyn obserwowanych
dysfunkcji stanowi¢ mogg zaburzenia metabolizmu energetycznego spowodowane przez

wewnatrzkomoérkowg akumulacje mHTT oraz dysfunkcje HTT .

Praca nr 2 wchodzaca w sklad cyklu jest pracg przegladowa (powstala w wyniku
mi¢dzynarodowej wspdlpracy naukowej) stanowigcg podsumowanie dotychczasowych danych

eksperymentalnych jak i klinicznych dotyczacych zaburzen metabolizmu energetycznego (w tym
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przemian nukleotydow i sygnalizacji purynergicznej) w mozgu, mig¢$niach szkieletowych oraz w sercu
zaréwno pacjentow jak i w modelach doswiadczalnych HD (Praca 2, Ryciny 1-3).

Analiza pismiennictwa jak i prac wlasnych w omawianej publikacji podkreslita istotno$c¢
zaburzen towarzyszacych neurodegeneracji w patofizjologii HD, przedstawiajac jg tym samym jako
chorobe wielouktadowa. Ponadto zebrane dane sugeruja, iz zaburzenia metabolizmu energetycznego
moga stanowi¢ jedna z przyczyn dysfunkcji narzadow (moézgu, migsni szkieletowych, serca)
dotknigtych HD. Wydaje si¢ zatem, Ze terapie majace na celu poprawe metabolizmu energetycznego
przez zastosowanie na przyklad agonistow receptorow aktywowanych przez proliferatory
peroksysomow (PPAR) prowadzi¢ moga do poprawy funkcji uktadu nerwowego, migsni szkieletowych

czy tez serca w HD.

Cel 3. Opracowanie metody analizy preferencji substratowej serca z wykorzystaniem stabilnych

izotopomerow i spektrometrii mas

(Tomezyk M, Olkowicz M, Slominska EM, Smolenski RT. High throughput procedure for
comparative analysis of in vivo cardiac glucose or amino acids use in cardiovascular pathologies and

pharmacological treatments, Metabolites, 2021, 11(8), 497.),

Serce jest narzadem o bardzo duzym zapotrzebowaniu energetycznym i wysokiej szybkosci
syntezy 1 zuzycia ATP. Za produkcj¢ ATP w sercu w ok. 90% odpowiadaja procesy fosforylacji
oksydacyjnej, dla ktoérych niezbgdnym substratem jest tlen (32). W stanie spoczynku zuzycie ATP
wynosi 60-150 pl/min/g tkanki, jednak w czasie wysitku moze wzrosng¢ ono nawet pigciokrotnie (33).
W celu pokrycia tak wysokiego zapotrzebowania energetycznego, serce moze zuzywaé szerokie
spektrum substratow takich jak kwasy tluszczowe, glukoza, mleczan czy tez ciala ketonowe. W
warunkach fizjologicznych, kwasy tluszczowe oraz weglowodany (glukoza) stanowia gléwne paliwo
energetyczne dla serca. ATP powstale w wyniku B-oksydacji kwasow ttuszczowych stanowi od 60 do
80% calkowitej puli produkowanego ATP. Za pozostatg czes¢ produkcji odpowiedzialne sa: glikoliza
(ok. 20%) oraz przemiany mleczanu (ok. 15%). Tylko ok. 5% produkcji ATP pochodzi z przemian

pirogronianu, ciat ketonowych, aminokwasow czy tez octanu (34).

Udziat poszczegdlnych substratow energetycznych w produkcji catkowitej puli ATP podlega
regulacji. Stany chorobowe (np. nadci$nienie, choroba niedokrwienna) indukujag zmiany w
aktywnosciach enzyméw szlakow metabolicznych modyfikujgc tym samym preferencje substratowg
serca. Co cickawe, nasze wczesniejsze badania wskazywaty, ze zardwno w kardiomiopatii jak i miopatii
towarzyszacej HD wystepuje zmniejszone utlenianie jednego z substratow energetycznych - glukozy
(13,23). Odwrocenie tego trendu tzn. zwigkszenie utleniania glukozy w narzadach dotknigtych HD moze

przyczynia¢ si¢ do poprawy ich metabolizmu energetycznego, a co za tym idzie ich funkcji. Wynika to
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z faktu, iz glukoza stanowi korzystniejszy substrat pod wzgledem bilansu tlenowego. Jej utlenianie
generuje najwigcej czasteczek ATP w odniesieniu do ilosci czasteczek tlenu niezbgdnych do tego

procesu w porownaniu z innymi substratami energetycznymi.

Kluczowym etapem koniecznym do weryfikacji postawionej powyzej hipotezy byto
opracowanie metody oceny preferencji substratowej serca (wykorzystujacej stabilne izotopomery
substratow energetycznych jak i spektrometri¢ mas) pozwalajacej na przesledzenie zmian wywotanych
stosowaniem zwigzkéw wplywajacych na zmiang udziatu poszczegolnych substratow w przemianach
energetycznych. Zwigzkami zastosowanymi w tym celu byly: jodooctan (inhibitor glikolizy), glargina
(analog insuliny, zwickszajacy obwodowe zuzycie glukozy) oraz trimetazydyna i ranolazyna (inhibitory
B-oksydacji kwasoéw ttuszczowych). Odnotowano, ze opracowana w pracy nr 3 metoda pozwala na
pordwnanie efektywnosci wejscia glukozy do glikolizy (stosunek '*C alaniny/"*C glukozy), wydajnosci
jej dalszych przemian przez acetylo-CoA do cyklu Krebsa (stosunek *C glutaminianu/!*C glukozy) oraz
udzialu przemian glukozy w ogdlnym metabolizmie energetycznym (stosunek *C glutaminianu/"*C
alaniny) w odpowiedzi na zastosowang modyfikacj¢ preferencji substratowej serca. Opracowana metoda
umozliwia réwniez ocen¢ udziatu aminokwasow rozgatezionych (leucyny i waliny) w metabolizmie
energetycznym serca. Tak jak w przypadku oceny udzialu glukozy w metabolizmie energetycznym
serca, metoda ta polegala na podskérnej iniekcji znakowanej izotopowo *C leucyny lub waliny, a
nastepie oceny wzbogacenia frakcji '*C glutaminianu. Oceniono mozliwos$ci metody przez zastosowanie
zwigzkéw modyfikujacych przemiany rozgalezionych aminokwaséw, w tym inhibitora kinazy
dehydrogenazy rozgat¢zionych alfa ketokwasow (BT2). Koncowy schemat opracowanych metod

znajduje si¢ na Rycinie 6 pracy nr 3.

Podsumowujac, opracowane w pracy nr 3 metody pozwalajg na szybkie analizy poréwnawcze
zuzycia glukozy i aminokwaséw w sercu myszy. Metody te moga znalez¢ zastosowanie w ocenie
wptywu terapii modyfikujacych przemiany substratow energetycznych na preferencje substratowa serca

in vivo.

Cel 4. Analiza wplywu farmakologicznej modvfikacji preferencji substratowej na metabolizm

energetyczny serca i miesni szkieletowych w mysim modelu choroby Huntingtona

(Tomczyk M, Braczko A, Mierzejewska P, Podlacha M, Krol O, Jablonska P, Jedrzejewska A,
Pierzynowska K, Wegrzyn G, Slominska EM, Smolenski RT. Rosiglitazone ameliorates cardiac and

skeletal muscle dysfunction by correction of energetics in huntington’s disease, Cells, 2022, 11, 2662.).



W pracy nr 4 sktadajacej si¢ na osiggnigcie habilitacyjne zbadano wplyw stosowania agonisty
receptorow PPAR- rozyglitazonu na funkcje 1 metabolizm energetyczny mi¢sni szkieletowych i serca w
jednym z mysich modeli choroby Huntingtona (R6/1). Rozyglitazon jest syntetycznym agonista PPAR-
v stosowanym klinicznie w celu zniesienia insulinoopornosci u pacjentéw z cukrzyca typu II (35). Co
ciekawe, byt on rowniez testowany jako $rodek neuroprotekcyjny w HD. Jego zastosowanie zmniejszato
toksyczno$¢ indukowang przez agregaty mHTT w komorkach prazkowia (36). Co wigcej, podanie
rozyglitazonu znaczaco poprawito funkcje motoryczne myszy N171-82Q (37). Podobne obserwacje
odnotowano rowniez w szczurzym modelu HD indukowanym kwasem chinolinowym (38). Wyniki
uzyskane w pracy nr 4, po raz pierwszy wykazaty, iz stosowanie agonisty PPAR-y w mysim modelu
HD poprawia réwniez funkcjonalno$¢ migsni szkieletowych (obserwowano podwyzszong site
mi¢$niowa) (Praca 4, Rycina 1), a takze funkcje skurczowg serca (odnotowano polepszenie frakcji

skracania) (Praca 4, Rycina 2).

7 wykorzystaniem opracowanej w pracy nr 3 metody zbadano nastgpnie preferencie
substratowg serca i mig$ni szkieletowych w mysim modelu HD po podaniu rozyglitazonu. Odnotowano
zwigkszone utlenianie glukozy w sercu jak i w mig$niach szkieletowych myszy R6/1 po zastosowaniu
agonisty PPAR-y (Praca 4, Rycina 3). W celu weryfikacji hipotezy sugerujacej, iz modyfikacja
preferencji substratowej wptynaé moze na poprawe metabolizmu energetycznego narzgdéw dotknietych
HD, kolejnym etapem badan byta ocena st¢zen nukleotydéow adeninowych (ATP, adenozyno-5’-
difosforanu (ADP) i adenozyno-5’-monofosforanu (AMP)), fosfokreatyny i kreatyny, a takze utlenionej
i zredukowanej formy NAD" w sercach i mig$niach szkieletowych mysiego modelu HD traktowanego
agonista PPAR-y. Zaobserwowano podwyzszenie puli nukleotydow adeninowych oraz catkowitej puli
fosfokreatyny i kreatyny zarowno w sercach jak i mig$niach szkieletowych myszy R6/1 traktowanych

rozyglitazonem w odniesieniu do grupy kontrolnej (Praca 4, Rycina 4).

Zmianom tym towarzyszyla réwniez zmniejszona akumulacja katabolitow nukleotydow
(inozyny, hipoksantyny, a takze kwasu moczowego) w surowicy zwierzat poddanych farmakoterapii
(Praca 4, Ryciny 6A-6C). Obnizenie stezenia katabolitow adeninowych w surowicy zwierzat sugeruje
ich uzytecznos¢, nie tylko jako potencjalnych biomarkeréw choroby Huntingtona (co zostalo opisane i
przedyskutowane w naszej poprzedniej pracy (13) jak i w pracy nr 1 sktadajacej si¢ na osiggniecie
habilitacyjne), ale rowniez jako wskaznik skutecznosci terapii majacych na celu poprawe metabolizmu

energetycznego w HD.

Wczeéniejsze badania  eksperymentalne wykazaly, iz zaburzeniom metabolizmu
energetycznego w miopatiach zwigzanych z HD towarzyszyty zmiany w strukturze mitochondriow (39—
41). Ponadto badania z zastosowaniem rozyglitazonu w mysich modelach eksperymentalnych

wykazywaly zwigkszong biogeneze mitochondridw zardéwno w mozgu jak i w tkankach obwodowych
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(36,42,43). Dlatego tez kolejnym etapem badan byla ocena ggstosci mitochondriow (poprzez zbadanie
aktywnosci syntazy cytrynianowej) w migsniach szkieletowych i sercach myszy HD, ktorym podawano
rozyglitazon. Wykazano, podwyzszong aktywnos$¢ tego enzymu zaré6wno w sercach jak i w migsniach
szkieletowych myszy R6/1 traktowanych agonista PPAR-y w odniesieniu do zwierzat kontrolnych, co

sugeruje zwigkszenie gegstosci mitochondriow (Praca 4, Ryciny 5C i 5F).

Liczne badania eksperymentalne wigza dysfunkcj¢ mitochondriow w HD nie tylko z
zaburzeniami w ich strukturze, ale réwniez obecnoscig zmian w ich funkcjonalno$ci (w tym
zaburzeniami funkcji tancucha oddechowego czy tez zaburzonej gospodarki jondéw wapnia)
prowadzacymi do indukcji stresu oksydacyjnego (44-46). Wykazano, ze wewnatrzkomorkowa
agregacja mHTT prowadzita do zwigkszonej produkcji reaktywnych form tlenu (ROS) (47). Co
cickawe, podwyzszony poziom ROS w sercach i mig$niach szkieletowych myszy R6/1 odnotowano

rowniez w omawianej pracy nr 4 (Praca 4, Rycina 8B, 8D Suplement).

Powszechnie wiadomo, ze mitochondrialny kompleks 11 111, a zwtaszcza kompleks I, uwazany
jest za jedno z gtownych miejsc produkcji ROS w komorce (48). Zaobserwowano, ze mitochondria
izolowane z mig$nia soleus myszy R6/1, pomimo zmniejszonej aktywnosci kompleksu II i braku zmian
w aktywnosci kompleksu IV, wykazywaly podwyzszong aktywnos¢ kompleksu I (Praca 4, Rycina 7
Suplement). Podobng tendencje w aktywnosci kompleksu I stwierdziliSmy rowniez w mitochondriach
wyizolowanych z serca myszy R6/1 (Praca 4, Rycina 6 Suplement). Wydaje si¢ zatem, iz
obserwowana zarowno w sercach jak i w migsniach szkieletowych zwigkszona aktywnos$¢ kompleksu I
moze thumaczy¢ zwigkszong produkcje ROS, a tym samym dysfunkcjg¢ mitochondriow w tkankach
obwodowych dotknigtych HD. W 2011 roku Sanz i wspotautorzy wykazali, iz terapia rozyglitazonem
wplyneta na zmniejszenie aktywno$ci mitochondrialnego kompleksu oddechowego I i III bez
modyfikacji kompleksu II w mitochondriach watroby, prowadzac tym samym do zmniejszenia
wewnatrzkomorkowej produkcji ROS (49). Podobny efekt rozyglitazonu na kompleks I tancucha
oddechowego zaobserwowano réwniez w mitochondriach izolowanych z migéni szkieletowych
pacjentow z cukrzycg typu 2 leczonych rozyglitazonem (50). W pracy nr 4 rowniez zaobserwowano
ten efekt, bowiem leczenie rozyglitazonem prowadzito do zmniejszenia aktywnosci kompleksu I
zarbwno w mitochondriach izolowanych z migs$nia szkieletowego jak i serca mysiego modelu HD
(Praca 4, Ryciny 5A-B, 5D-E). Zmiana ta przyczynia¢ si¢ moze do zahamowania nadprodukcji ROS,
poprawiajagc tym samym funkcjonalno$¢ migsni szkieletowych i1 serca mysiego modelu HD.
Dodatkowym argumentem jest poprawa catkowitego statusu antyoksydacyjnego osocza (TAOS),
(jednego ze wskaznikow rownowagi oksydacyjnej) u myszy R6/1, ktorym podawano rozyglitazon w

odniesieniu do zwierzat z grupy kontrolnej (Praca 4, Rycina 6D).
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Podsumowujac w pracy nr 4 wykazano iz, rozyglitazon przyczynit si¢ do poprawy sily
miegsniowej oraz funkcji serca myszy R6/1 poprzez: zwigkszenie ilosci mitochondriow, zwickszenie
utleniania glukozy oraz zmniejszenie aktywnosci mitochondrialnego kompleksu I (Praca 4, Rycina 7).
Zmiany te wplynely na poprawe metabolizmu energetycznego migénia sercowego i migsni
szkieletowych (wzrost catkowitej puli nukleotydow adeninowych oraz catkowitej puli fosfokreatyny i
kreatyny), a takze zmniejszenie st¢zenia katabolitow nukleotydow adeninowych w surowicy. Ponadto
zmiany w funkcjonalnosci tancucha oddechowego, wpltyng¢ mogly na obnizenie stresu oksydacyjnego
1 poprawg statusu antyoksydacyjnego osocza. Wydaje si¢ zatem iz zwigzek ten moze by¢ interesujagcym
narzgdziem terapeutycznym w leczeniu nie tylko neurodegeneracji, ale takze kardiomiopatii i miopatii

zwigzanych z HD.

Podsumowanie

Badania wykonane w ramach osiggni¢cia habilitacyjnego wykazaly iz huntingtyna stanowi
wielofunkcyjne biatko niezbedne do zachowania prawidlowej funkcji i metabolizmu energetycznego
nie tylko komoérek osrodkowego uktadu nerwowego, ale réwniez komodrek nieneuronalnych tj.
kardiomiocyty. Dysfunkcja tego biatka przyczynia si¢ do rozwoju zaburzen funkcji serca
towarzyszacych chorobie Huntingtona. Uzyskane wyniki wykazaty iz jednym ze wspolnych czynnikow
patofizjologicznych w narzadach dotknigtych HD (zar6wno w mozgu, migsniach szkieletowych jak i w
sercu) jest obnizenie metabolizmu energetycznego w komorkach oraz zmiany udzialu poszczegolnych
substratow metabolicznych (tj. glukozy). Obserwowano to zar6wno w modelach in vitro jak i in vivo.
Zmiana preferencji substratowej in vivo w mysim modelu HD z zastosowaniem jednego z agonistow
receptorow PPAR, rozyglitazonu (zwigzku o potwierdzonej juz skutecznosci terapeutycznej w OUN w
HD) spowodowala zwigkszenie utleniania glukozy przyczyniajac si¢ tym samym do poprawy
metabolizmu energetycznego oraz funkcji serca i mi¢$ni szkieletowych mysiego modelu HD. Wyniki te
sugerujg, iz substancje modyfikujgce utlenianie glukozy tj. agonisci PPAR stanowi¢ mogg nowy
obiecujacy kierunek leczenia miopatii towarzyszgcych HD. Zbadanie udziatu glukozy w metabolizmie
energetycznym serca mozliwe bylo dzigki opracowaniu autorskiej metody oceny preferencji
substratowej z wykorzystaniem stabilnych izotopomerdéw i spektrometrii mas. Metoda ta moze znalez¢
zastosowanie w badaniach in vivo oceniajgcych wptyw terapii modyfikujacych przemiany substratow

energetycznych.

Nalezy pamigta¢, ze choroba Huntingtona jest nieuleczalng choroba wielouktadowa o
skomplikowanej patofizjologii. Niestety, zar6wno badania podstawowe jak i testowane obecnie
klinicznie terapie HD skupiaja si¢ glownie na badaniu osrodkowego uktadu nerwowego pomijajac role
zaburzen towarzyszacych neurodegeneracji tj. zaburzenia funkcji migéni szkieletowych czy tez serca.

Biorac pod uwagg ekspresje huntingtyny w wigkszosci komorek naszego organizmu i coraz to czesciej
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podkreslang przez badaczy i klinicystow towarzyszaca HD dysfunkcje narzadow obwodowych,
konieczne wydaje si¢ bardziej kompleksowe podejscie do tej choroby - uwzgledniajace rowniez inne
uktady dotknicte HD. Stanowi to cel nie tylko prac ujetych w osiggnieciu habilitacyjnym ale rowniez
pozostatych prowadzonych przeze mnie badan.

Whioski koncowe

1. Wykazano, iz huntingtyna odgrywa wazna role w regulacji metabolizmu energetycznego

i przemian nukleotydéw adeninowych w kardiomiocytach.

2. Zaburzenia przemian substratow energetycznych i metabolizmu energetycznego moga
stanowi¢ przyczyne dysfunkcji mie$ni szkieletowych i serca obserwowanych w chorobie

Huntingtona.

3. Opracowana metoda oceny preferencji substratowej serca in vivo pozwala na
poréwnawczg ocene zmian udzialu glukozy czy tez aminokwaséw w metabolizmie

energetycznym w patologii lub zmian wywolanych farmakologicznie.
4. Podanie rozyglitazonu w mysim modelu choroby Huntingtona wplyn¢lo na poprawe

metabolizmu energetycznego i zmiane preferencji substratowej w sercu i miesniach

szkieletowych prowadzac do korekty miopatii towarzyszacych HD.

Znaczenie i potencjalne wykorzystanie uzyskanych wynikow

e Przedstawione prace podkreslaja istotno$¢ zaburzen towarzyszacych neurodegeneracji w
patofizjologii choroby Huntingtona (HD), przedstawiajgc ja tym samym jako chorobe

wielouktadowa.

e Wyniki prezentowanych badan wpisujg si¢ w nurt sugerujagcy dualno$¢ mechanizmow
prowadzacych do zaburzen metabolizmu energetycznego w HD — utratg fizjologicznych funkcji
huntingtyny (HTT) oraz wewnatrzkomorkowa akumulacje agregatow jej zmodyfikowane;j

genetycznie formy (mHTT).

e Obecno$¢ zmian metabolizmu energetycznego w kardiomiocytach pozbawionych huntingtyny
sugeruje iz podtozem ich zaburzen w sercu jest utrata fizjologicznych funkcji HTT, zatem
terapie majgce na celu obnizenie wewngtrzkomérkowych ilosci mHTT moga nie by¢ skuteczne

w kardiomiopatii zwigzanej w HD.
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e Znaczace zmiany st¢zen badanych w surowicy mysich modeli HD katabolitéw nukleotydow (t;.
inozyny, hipoksantyny, kwasu moczowego) w odpowiedzi na eksperymentalng terapi¢ sugeruje
ich uzyteczno$¢ jako wskaznikéw skutecznos$ci procedur majacych na celu poprawe
metabolizmu energetycznego komorki.

e Opracowana metoda oceny preferencji substratowej serca in vivo moze by¢ zastosowana nie
tylko w badaniach podstawowych ale réwniez w badaniach przedklinicznych oceniajacych

wplyw eksperymentalnych terapii na przemiany energetyczne.

e Farmakologiczna optymalizacja udzialu poszczegdlnych substratow w metabolizmie
energetycznym serca i mig¢sni szkieletowych moze stanowi¢ interesujacy cel terapeutyczny

miopatii towarzyszacych HD.

4. INFORMACJA O WYKAZYWANIU SIE ISTOTNA AKTYWNOSCIA
NAUKOWA REALIZOWANA W WIECEJ NIZ JEDNEJ UCZELNI, INSTYTUCJI
NAUKOWEJ, W SZCZEGOLNOSCI ZAGRANICZNEJ.

REALIZOWANE ZAGADNIENIA NAUKOWE:

I ROLA PRZEMIAN NUKLEOTYDOW ADENINOWYCH W ROZWOJU
PATOLOGII SERCOWO-NACZYNIOWYCH

Swoja karier¢ naukowg rozpoczetam w 2012 roku jako magistrant oraz wolontariusz w dwoch
projektach naukowych realizowanych w Katedrze i Zakladzie Biochemii Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego (TEAM, STRATEGMED), w ramach ktorych wykonywatam analizy aktywnosci
enzymow szlaku katabolizmu nukleotydow adeninowych na powierzchni zastawek serca oraz
naczyniach krwiono$nych pozyskanych ze zwierzgcych modeli do§wiadczalnych. W kolejnych latach
aktywnie uczestniczylam réwniez w projekcie OPUS, badajacym rolg jednego z enzymoéw szlaku
przemian nukleotydow adeninowych, ekto-5’-nukleotydazy (CD73) w rozwoju m.in. choroby
zastawkowej 1 dysfunkcji $rodblonka naczyniowego. Badania przeprowadzone z moim udzialem
pozwolily m.in. na poznanie profilu przemian nukleotydow adeninowych w naczyniach oraz na
powierzchni zastawek serca w stanie fizjologicznym oraz wykazanie istotnej roli zaburzen przemian
nukleotydow w rozwoju patologii uktadu sercowo-naczyniowego tj. miazdzyca czy tez choroba

zastawkowa. Ich efekty przedstawiono w ponizszych publikacjach:

1P. Kutryb-Zajac B, Zukowska P, Toczek M, Zabielska M, Lipinski M, Rybakowska I,

Chlopicki S, Slominska E, Smolenski RT. Enzymes of extracellular nucleotide catabolism
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in aortoilliac bifurcation in atherosclerotic ApoE/LDLR double knockout mice.
Nucleotides, nucleosides and nucleic acids, 2014, 33(4-6),323-28. [IF=1.018; MNiSW=15]

2P. Toczek M, Kutryb-Zajac B, Kapczynska M, Lipinski M, Slominska E, Smolenski RT.
Extracellular nucleotide catabolism in heart valves. Nucleotides, nucleosides and nucleic
acids, 2014, 33(4-6), 329-32. [IF=1.018; MNiSW=15]

3P. Zukowska P, Kutryb-Zajac B, Toczek M, Smolenski RT, Slominska EM. The role of ecto-
5’- nucleotidase in endothelial dysfunction and vascular pathologies. Pharmacological
Reports, 2015, 67 (4), 675-681. [IF=2.251; MNiSW=25]

4P. Kutryb-Zajac B, Mateuszuk L, Zukowska P, Jasztal A, Zabielska MA, Toczek M,
Jablonska P, Zakrzewska A, Sitek B, Rogowski J, Lango R, Slominska EM, Chlopicki S,
Smolenski RT. Increased activity of vascular adenosine deaminase in atherosclerosis and
therapeutic potential of its inhibition. Cardiovascular Research, 2016, 112(2), 590-605.
[IF=5.878; MNiSW=40]

5P. Zukowska P, Kutryb-Zajac B, Jasztal A, Toczek M, Zabielska MA, Borkowski T, Khalpey
Z, Smolenski RT, Slominska EM. Deletion of CD73 in mice leads to aortic valve
dysfunction. Biochimica Et Biophysica Acta - Molecular Basis of Diseases, 2017, 1863 (6),
1464-1472. [IF=5.108; MNiSW=40]

6P. Mierzejewska P, Zabielska MA, Kutryb-Zajac B, Tomczyk M, Koszalka P, Smolenski RT,
Slominska EM. Impaired L-arginine metabolism marks endothelial dysfunction in CD73-
deficient mice, Molecular and Cellular Biochemistry, 2019, 458, 133-142. [IF=2.795;
MNiSW=70]

Wyniki badan powstaly w ramach realizacji 3 projektow badawczych w ktorych uczestniczylam

jako wykonawca:

1PB. Program STRATEGMED finansowany przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju pt.
,Srédblonek Naczyniowy w Chorobach Cywilizacyjnych: od Badar Poznawczych do Oferty
Innowacyjnego Leku o Dziataniu Srédblonkowym”, okres trwania projektu: 2010 — 2015.

2PB.  Projekt OPUS finansowany przez Narodowe Centrum Nauki pt. ,, Regulacja ekspresji
ekto-5 -nukleotydazy — zmiany w patologii i zastosowania w terapii”, okres trwania
projektu: 2011 —2014.

3PB. Projekt TEAM finansowany przez: Fundacj¢ na rzecz Nauki Polskiej pt. ,, Nukleotydy

w patologii, diagnostyce i terapii choréb serca”, okres trwania projektu: 2013 — 2015
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II. PRZEMIANY SUBSTRATOW ENERGETYCZNYCH W SERCU MYSICH
MODELI CHOROB SERCOWO-NACZYNIOWYCH

Od 2013 roku podjetam si¢ zbadania roli przemian substratow energetycznych w patologii
chorob sercowo-naczyniowych. Pierwszym sukcesem badawczym w tej tematyce byto opracowanie
autorskiej metody analitycznej, pozwalajacej na ocene¢ preferencji substratowej serca in vivo, ktora
stanowita przedmiot mojej pracy magisterskiej pt. ,,Analiza metaboliczna serca z zastosowaniem
stabilnych izotopomerow i spektrometrii mas” (promotor prof. dr. hab. Ryszard Smolenski). Metoda ta
stanowita podtoze wspotpracy nawigzanej w 2014 roku (trwajacej do dzi$) z dr Michatem Mielcarkiem
z Divison of Genetics and Molecular Medicine, Kings College, Londyn, Wielka Brytania, gdzie
odbytam swoj pierwszy staz naukowy. Efektem stazu byta publikacja podkreslajaca role zaburzen
metabolizmu energetycznego i przemian glukozy w mig¢$niach szkieletowych mysich modeli choroby
Huntingtona. Kolejny staz naukowy podczas ktorego zastosowatam opracowang w 2014 roku metodg
analityczng, odbytam w 2015 roku w Jagiellonskim Centrum Rozwoju Lekow w Krakowie. Efektem
wspolpracy z ta jednostka badawcza byta publikacja opisujaca zmiany metaboliczne w sercu mysiego

modelu niewydolnosci serca.

W kolejnych latach udoskonalitam oraz rozszerzytam wspomniang powyzej metodg, a jej
opracowanie wraz z zastosowaniem w badaniach nad patofizjologia chorob sercowo-naczyniowych
stanowi trzecig prace w opisywanym osiggni¢ciu habilitacyjnym. Metoda ta zostata wykorzystana
rowniez w pracy opublikowanej w prestizowym czasopismie Metabolism, stanowiacej jednoczesnie
kontynuacje wieloletniej wspolpracy z Jagiellonskim Centrum Rozwoju Lekéw. Kontynuujac
zainteresowanie tematem przemian substratow energetycznych w sercu oraz migs$niach szkieletowych
mysich modeli chorob-sercowo naczyniowych, badatam rowniez rol¢ modyfikacji utleniania kwasow

thuszczowych na poprawe funkcji migsni szkieletowych w mysich modelach dyslipidemii.

Od 2017 roku jestem réwniez wykonawcg w projektach badawczych (HARMONIA, OPUS)
oceniajgcych role przemian energetycznych w rewersji niewydolnosSci serca oraz badajacych znaczenie
adaptacji metabolizmu energetycznego serca w miazdzycy, w ktorych to wykonuje i nadzoruje

eksperymenty in vivo.

Podsumowujac, realizowane przez mnie badania wykazaly obecno$¢ zmian w metabolizmie
energetycznym serca w odpowiedzi na dyslipidemi¢ oraz post¢pujaca niewydolno$¢ serca. Wyniki te
moga stac si¢ podstawa do dalszych zaawansowanych badan nad zmianami metabolicznymi w sercu w
toku rozwoju miazdzycy czy tez hipertrofii serca, takze w konteks$cie wykorzystania klinicznego m.in.
do stworzenia zindywidualizowanej osobniczo farmakoterapii opierajacej si¢ na modyfikacjach

preferencji substratowych serca. Ich efekty przedstawiono w ponizszych publikacjach:
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7P. Czarnowska E, Bierla JB, Toczek M, Tyrankiewicz U, Pajak B, Domal-Kwiatkowska D,
Ratajska A, Smolenski RT, Ulrike M, Chlopicki S. Narrow time window of metabolic
changes associated with transition to overt heart failure in Tgaq*44 mice. Pharmacological
reports, 2016, 68(4), 707-714. [IF=2.587; MNiSW=25]

8P. Tomczyk M, Olkowicz M, Slominska EM, Smolenski RT. High throughput procedure
for comparative analysis of in vivo cardiac glucose or amino acids use in cardiovascular
pathologies and pharmacological treatments, Metabolites, 2021, 11(8), 497. [IF=5.581;
MNiSW=70]

9P. Olkowicz M, Tomezyk M, Debski J, Tyrankiewicz U, Przyborowski K, Borkowski T,
Zabielska-Kaczorowska M, Szupryczynska N, Kochan Z, Smeda M, Dadlez M, Chlopicki
S, Smolenski RT. Enhanced cardiac hypoxic injury in atherogenic dyslipidaemia results
from alterations in the energy metabolism pattern. Metabolism, 2021, 14, art. 154400, 1-
16. [IF=13.934; MNiSW=140]

10P. Tomczyk M, Braczko A, Jablonska P, Mika A, Przyborowski K, Jedrzejewska A, Krol
O, Kus F, Sledzinski T, Chlopicki S, Slominska EM, Smolenski RT. Enhanced muscle
strength in dyslipidemic mice and its relation to increased capacity for fatty acid oxidation,
International Journal of Molecular Sciences, 2021, 22(22), 12251. [IF=6.208;
MNiSW=140]

Wyniki badan powstaly w ramach realizacji 2 projektéw badawczych w ktérych uczestnicze jako

wykonawca:

4PB. Projekt HARMONIA finansowany przez Narodowe Centrum Nauki pt. ,,Rewersja
niewydolnosci serca podczas mechanicznego wspomagania funkcji lewej komory — rola
nukleotydow i przemian energetycznych w komorkach serca”, okres trwania projektu: 2017
— obecnie.

SPB. Projekt OPUS finansowany przez Narodowe Centrum Nauki pt. ,Adaptacje
metabolizmu energetycznego miocytow serca w miazdzycy — znaczenie w patologii i

strategiach terapeutycznych”, okres trwania projektu: 2017 — obecnie.
Wyniki badan powstaly w efekcie odbycia 2 stazy naukowych:

1S. Division of Genetics and Molecular Medicine, Kings College, Londyn, Wielka
Brytania, czerwiec 2014, opiekun: dr Michal Mielcarek.

Tematyka badan: realizacja badan nad metabolizmem energetycznym i przemianami glukozy w

miegsniach szkieletowych mysich modeli choroby Huntingtona.

Efekt stazu: pierwsze wspotautorstwo w artykule naukowym (artykut nr 11P. w podpunkcie III).
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2S. Jagiellonskie Centrum Rozwoju Lekow (JCET), Krakéw, Polska, marzec 2015,
kierownik jednostki: prof. dr hab. Stefan Chtopicki.

Tematyka badan: realizacja badan nad metabolizmem energetycznym serca w mysich modelach

dyslipidemii oraz hipertrofii serca.
Efekt stazu: wyniki badan uzyskanych podczas pobytu w jednostce zostaty zawarte w 3 artykutach
naukowych (artykuty nr 7P., 9P. oraz 10P.).

1. METABOLIZM NUKLEOTYDOW 1 PRZEMIANY ENERGETYCZNE W
MIOPATIACH ZWIAZANYCH Z CHOROBA HUNTINGTONA

W latach 2014-2019 bylam uczestnikiem studiéw doktoranckich na Wydziale Lekarskim
GUMed, ktore w 2019 roku zakonczytam obrong pracy doktorskiej pt. ,,Metabolizm nukleotydow i
przemiany energetyczne w sercu w eksperymentalnym modelu plagsawicy Huntingtona” (promotor: prof.
dr. hab. Ryszard Smolenski, promotor pomocniczy: dr Michal Mielcarek). Podstawe mojej rozprawy
doktorskiej stanowity cztery publikacje. Pierwsza z prac byla publikacja bgdaca efektem wspotpracy
oraz stazu wspomnianego w podpunkcie II. (w Divison of Genetics and Molecular Medicine w Kings
College), dotyczaca roli zaburzen metabolizmu energetycznego i przemian glukozy w mig¢$niach
szkieletowych mysich modeli choroby Huntingtona. Dwie nast¢pne prace poruszaty tematyke przemian
nukleotydow i przemian energetycznych w sercu mysich modeli choroby Huntingtona. Ostatnia z nich
(badajaca zmiany w komorkowym modelu choroby Huntingtona) powstata po nawigzaniu wspotpracy
naukowej z zespolem badawczym prof. Grzegorza Wegrzyna (Katedra Biologii Molekularnej,
Uniwersytet Gdanski). Efektem tej wspolpracy bylo ponadto sprowadzenie do kraju oraz rozpoczecie
hodowli mysiego modelu choroby Huntingtona (R6/1). Od 2016 roku bylam réwniez kierownikiem
dwoch projektow naukowych zwigzanych z choroba Huntingtona (PRELUDIUM, zadanie badawcze
dla mlodych naukowcéw GUMed finansowane przez MNiSW).

Badania wykonane w ramach mojej rozprawy doktorskiej oraz prowadzonych projektow
naukowych wykazaly fundamentalne znaczenie przemian energetycznych i metabolizmu nukleotydow

w patomechanizmie kardiomiopatii towarzyszacej chorobie Huntingtona.

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk medycznych kontynuowatam badania dotyczace roli
zaburzen metabolizmu energetycznego w miopatiach zwigzanych z chorobg Huntingtona. Nawigzatam
kolejna wspoélprace migdzynarodowa z dr Talita Glaser oraz profesorem Henningiem Urlichem z
Katedry Biochemii w Uniwersytecie Sao Paulo w Brazylii, ktorej efektem sg dwie prace wchodzace w

cykl publikacji bedgcych podstawa proponowanego osiggnigcia habilitacyjnego.
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Ponadto dzigki kontynuacji wspélpracy z Katedra Biologii Molekularnej Uniwersytetu
Gdanskiego rozpoczetam badania zwigzane z regulacjg przemian substratow energetycznych majacych
na celu poszukiwanie nowych terapii miopatii towarzyszacych chorobie Huntingtona. Obiektem moich
badan stal si¢ rozyglitazon, znany agonista receptorow PPAR-y, o udowodnionej juz skutecznos$ci
terapeutycznej w osrodkowym uktadzie nerwowym. Praca wykazujaca pozytywne implikacje jego
zastosowania dla zachowania funkcji i metabolizmu energetycznego serca i migéni szkieletowych
mysiego modelu choroby Huntingtona stanowi czwartg prace skladajaca si¢ na dzieto habilitacyjne.
Efektem rozwoju wspolpracy naukowej z zespolem prof. Wegrzyna byla réwniez publikacja
wykazujaca istotne zmiany morfologiczne w strukturze wtosa mysich modeli choroby Huntingtona.

Opisane efekty badawcze przedstawiono w ponizszych publikacjach:

11P.  Mielcarek M*, Toczek M*, Smeets CJLM., Franklin SA, Bondulich MK, Jolinon N,
Muller T, Ahmed M, Dick JRT, Piotrowska I, Greensmith L, Smolenski RT, Bates GP.
HDAC4-myogenin axis as an important marker of HD-related skeletal muscles atrophy.
PLoS Genetics, 2015, 11(3), e1005021.* wspotautorstwo/equal contribution. [[F= 6.661;
MNiSW=45]

12P.  Toczek M, Kutryb-Zajac B, Zukowska P, Slominska E, Isalan M, Mielcarek M,
Smolenski RT. Changes in cardiac nucleotide metabolism in Huntington's disease.
Nucleotides, nucleosides and nucleic acids, 2016, 35(10/12), 707-712. [IF=0.868,
MNiSW=15]

13P. Toczek M, Ziclonka D, Zukowska P, Marcinkowski JT., Slominska E, Isalan M,
Smolenski RT, Mielcarek M. 4n impaired metabolism of nucleotides underpins a novel
mechanism of cardiac remodeling leading to Huntington's disease related cardiomyopathy.
Biochimica Et Biophysica Acta- Molecular Basis of Disease, 2016, 1862 (11), 2147-2157.
[[F=5.476; MNiSW=40]

14P. Toczek M, Pierzynowska K, Kutryb-Zajac B, Gaffke L, Slominska EM, Wegrzyn G,
Smolenski RT. Characterization of adenine nucleotide metabolism in the cellular model of
Huntington’s disease. Nucleosides Nucleotides and Nucleic Acids, 2018, 37(11), 630-638.
[[F=1.167; MNiSW=15]

15P.  Pierzynowska K, Podlacha M, Luszczek D, Rintz E, Gaffke L, Szczudlo Z, Tomczyk
M, Smolenski RT, Wegrzyn G. Hair dysmorphology in the R6/1 and R6/2 mouse models of
Huntington's disease. Gene, 2021, 765, art. 145133, 1-7. [IF=3.913; MNiSW=70]

16P. Tomczyk M, Glaser T, Ulrich H, Slominska EM, Smolenski RT. Huntingtin protein
maintains balanced energetics in mouse cardiomyocytes, Nucleosides, Nucleotides and

Nucleic Acids, 2022, 41(3), 231-238. [IF=1.449; MNiSW=40]
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17P.  Tomczyk M, Glaser T, Slominska EM, Ulrich H, Smolenski RT. Purine nucleotides
metabolism and signaling in huntington’s disease: Search for a target for novel therapies,
International Journal of Molecular Sciences, 2021, 22(12), 6545. [IF=6.208; MNiSW=140]
18P. Tomczyk M, Braczko A, Mierzejewska P, Podlacha M, Krol O, Jablonska P,
Jedrzejewska A, Pierzynowska K, Wegrzyn G, Slominska EM, Smolenski RT.
Rosiglitazone ameliorates cardiac and skeletal muscle dysfunction by correction of

energetics in huntington’s disease, Cells, 2022, 11, 2662. [IF=7.666; MNiSW=140]

Wyniki badan powstaly w ramach realizacji 2 projektéw badawczych w ktérych pelnilam role

kierownika:

1K. Projekt PRELUDIUM finansowany przez Narodowe Centrum Nauki pt. ,,Wphw zmian
metabolizmu  lipidow na funkcje miegsni  szkieletowych, serca oraz proces
neurodegeneracyjny w eksperymentalnym modelu plgsawicy Huntingtona”, okres
realizacji: 2016-2020.

2K. Zadanie badawcze dla mtodych naukowcow GUMed finansowane przez MNiSW pt. ,,Rola
zaburzen metabolizmu nukleotydow i przemian energetycznych serca oraz migsni

szkieletowych w patologii plgsawicy Huntingtona”, okres realizacji: 2016 — 2018.

Wyniki badan powstaly w efekcie realizacji wspolpracy naukowej z 3 jednostkami naukowymi:

1. Department of Life Science, Imperial College, Londyn, Wielka Brytania; opiekun wspotpracy:

dr Michatl Mielcarek, okres wspotpracy: 2015- obecnie.

Opis wspotpracy: udzial w badaniach dotyczacych oceny roli przemian nukleotydow w

patofizjologii kardiomiopatii towarzyszacej chorobie Huntingtona (badania z zastosowaniem
mysich modeli choroby Huntingtona). Efekty wspotpracy to publikacja 2 artykulow naukowych
(nr 12P. oraz 13P.).

2. Katedra Biologii Molekularnej, Wydziat Biologii, Uniwersytet Gdanski, Polska, kierownik
jednostki: prof. dr hab. Grzegorz Wegrzyn, okres wspotpracy: 2017- obecnie (regularne pobyty

i wolontariat w projektach naukowych prowadzonych przez jednostke)

Opis wspdlpracy: uczestnictwo w projektach naukowych dotyczacych choroby Huntingtona

prowadzonych przez jednostke. Dotychczasowymi efektami wspotpracy sg 3 artykuty naukowe

(artykuty nr 14P., 15P. oraz 18P. (w tym artykule- podwdjna afiliacja — GUMed i UG)) .

3. Department of Biochemistry, Institute of Chemistry, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo,

Brazylia; opiekun wspotpracy: prof Henning Urlich, okres wspolpracy: 2018- obecnie.
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Opis wspolpracy : udziat w badaniach dotyczacych roli huntingtiny w regulacji metabolizmu

energetycznego kardiomiocytow (badania in vitro). Efekty dotychczasowej wspotpracy to

publikacja 2 artykulow naukowych (artykuty nr 16P. oraz 17P.).

IV. POSZUKIWANIE BIOMARKEROW CHOROB NEURODEGENERACYJNYCH
ZWIAZANYCH Z ZABURZENIAMI METABOLIZMU ENERGETYCZNEGO
KOMORKI

Zaobserwowany w jednej z prac sktadajacych si¢ na moja rozprawe doktorska, wzrost
hipoksantyny i urydyny w osoczu pacjentow z chorobg Huntingtona (silnie korelujacy z parametrami
stopnia zaawansowania oraz progresji choroby) sugerowat iz zwigzki te stanowi¢ mogg interesujgcy
przyktad metabolitow znajdujgcych zastosowanie jako nowe biomarkery HD. Jest to o tyle interesujace,
ze badana przeze mnie choroba Huntingtona stanowi trudne do diagnozy schorzenie wykrywane
najczesciej dopiero podczas manifestacji pierwszych objawow choroby. Do tej pory jedyna pewna jej
diagnozg stanowig badania genetyczne wykazujace nadmierna liczbg powtdrzen CAG w obrebie genu
huntingtyny. Dlatego tez kolejnym celem aktualnie prowadzonych przeze mnie badan jest poszukiwanie
nowych biomarkeréw choroby Huntingtona oraz innych chordb neurodegeneracyjnych zwigzanych z

zaburzeniami energetyki komorki (publikacja w przygotowaniu).

Od 2021 roku badam rowniez rolg polifosforanow w patologii, terapii oraz diagnozie chordb

neurodegeneracyjnych. Efekty tych badan opisano w ponizszej publikacji:

19P. Kus F, Smolenski RT, Tomeczyk M. [norganic polyphosphate-regulator of cellular
metabolism in homeostasis and disease. Biomedicines, 2022, 10(4), 913. [IF= 4.757; MNiSW
=100]

V. ROLA PRZEMIAN NAD* W PATOLOGII CHOROB SERCOWO-
NACZYNIOWYCH, ONKOLOGICZNYCH ORAZ
NEURODEGENERACYJNYCH

Aktywnie uczestnicze w badaniach realizowanych w Katedrze i Zaktadzie Biochemii GUMed
dotyczacych metabolizmu i przemian NAD”, co stanowi dodatkowy obszar moich zainteresowan
naukowych. Badania wykonane z moim udzialem wykazaly, iz jeden z metabolitow przemian NAD" -
4PYR (1B-D-rybofuranozylo-4-pirydono-3-karboksyamid) jest onkometabolitem, wplywajacym na
powstawanie przerzutOw nowotwordw, dzialajac m.in. poprzez zmian¢ przepuszczalnosci komorek

srodbtonka naczyniowego jak i wplywajac na rozwo6j zapalenia. Zaobserwowali$my ponadto roznice w
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zewnatrzkomorkowym metabolizmie NAD® na powierzchni komoérek endotelialnych oraz
potwierdzili$my m.in. udziat CD73 w hydrolizie NAD". Ich efekty przedstawiono w ponizszych
publikacjach:

20P. Tomcezyk M, Mierzejewska P, Slominska EM, Smolenski RT. The metabolism of ecto-
S"-nucleotidase (CD73) inhibitor-a,f-methylene adenosine diphosphate in BALB/c mice.
Nucleosides Nucleotides Nucleic Acids, 2018, 37(12), 709-716. [IF=1.167; MNiSW=15]

21P. Koszalka P, Kutryb-Zajac B, Mierzejewska P, Tomezyk M, Wietrzyk J, Serafin PK,
Smolenski RT, Slominska EM. 4-Pyridone-3-carboxamide-1--D-ribonucleoside (4PYR)-a
novel oncometabolite modulating cancer-endothelial interactions in breast cancer metastasis.
International Journal of Molecular Sciences, 2022, 21;23(10), 5774. [IF=6.208; MNiSW =140]

22P. Jablonska P, Mierzejewska P, Tomczyk M, Koszalka P, Franczak M, Kawecka A,
Kutryb-Zajac B, Braczko A, Smolenski RT, Slominska EM. Differences in extracellular
NAD+ and NMN metabolism on the surface of vascular endothelial cells. Biology, 2022, 11(5),
675. [IF=5.168; MNiSW =100]

Wyniki badan powstaly w ramach realizacji projektu badawczego w ktéorym uczestniczylam jako

wykonawca:

6PB. Program STRATEGMED finansowany przez: Narodowe Centrum Badan i Rozwoju,
pt. ,.Farmakoterapia S$rddbtonka naczyniowego i aktywacja plytek krwi zalezna od
prostacykliny, tlenku azotu i tlenku wegla”, okres trwania projektu: 2015 — 2020.

Realizuj¢ takze badania dotyczace roli zaburzen przemian NAD+ w patofizjologii miopatii
zwigzanych z choroba Huntingtona oraz ocenie efektywnosci terapii majacych na celu zwigkszenie puli
NAD+ w komoérkach poprzez zastosowanie rybozydu nikotynamidu (wspotpraca naukowa z firma

Chromadex, publikacja w przygotowaniu).

VI ROLA BIALKA CD73 W WEWNATRZKOMORKOWYCH PRZEMIANACH
WITAMINY B12

Prowadz¢ roéwniez badania (rozpoczgte jeszcze przed uzyskaniem stopnia doktora nauk
medycznych) identyfikujace rolg biatka CD73 w rozwoju niedokrwistosci i zaburzen neurologicznych
zwigzanych z niedoborem witaminy B12. Badania eksperymentalne wykonane w kierowanych przeze
mnie projektach naukowych (zadanie badawcze dla mtodych naukowcoéw GUMed finansowane przez

MNiSW, Projekt Mtody Tworca Nauki finansowany przez GUMed) wykazaty ze myszy
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charakteryzujace si¢ deficytem CD73 cechujg si¢ obecnoscig objawow 1 zaburzen typowych dla
niedoboru witaminy B12. Wykazywaly one nizsze wewnatrzkomorkowe st¢zenie witaminy B12
pomimo jej prawidlowego stezenia we krwi, co sugeruje uposledzony wychwyt witaminy B12 do
wnetrza komorki. Dodatkowo, zaobserwowalismy zmniejszong aktywno$¢ przemian wymagajacych
witaminy B12 (publikacja w przygotowaniu). Odkrycie nowego szlaku metabolicznego witaminy B12
zaleznego od CD73 stanowi¢ moze przetomowe odkrycie pomagajace w opracowaniu nowych narzedzi
diagnostycznych jak i strategii terapeutycznych w leczeniu niedokrwistos$ci i zaburzen neurologicznych
zwigzanych z niedoborem witaminy B12. Badania te sg w trakcie realizacji w ramach kierowanego

przeze mnie projektu SONATA finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki.

Badania wykonywane byly/sa w ramach realizacji 3 projektéw badawczych w Kktérych

pelilam/pekie role kierownika:

1K. Zadanie badawcze dla mtodych naukowcoéw GUMed finansowane przez MNiSW pt. ,,Rola
ekto-5"- nukleotydazy w regulacji enzymow zaleznych od kobalaminy”, okres realizacji:
2019 —2020.

2K.Projekt Mtody Twoérca Nauki, finansowany przez Inicjatywe Doskonalosci — Uczelni
Badawczej (IDUB) GUMed pt. ,,Dysfunkcja CD73/ekto-5 -nukleotydazy i spowodowane
tym zaburzenia wewngtrzkomorkowego metabolizmu witaminy Bl2 jako mechanizm
niedokrwistosci”, okres realizacji: 2021-2022.

3K. Projekt SONATA finansowany przez Narodowe Centrum Nauki pt. ,,Nowy szlak aktywacji
witaminy B12 przy udziale CD73 - analiza molekularnych mechanizmow, obrobki in vivo i

znaczenia klinicznego”, okres realizacji: obecnie — 2025.

5. INFORMACJA (0] OSIAGNIECIACH DYDAKTYCZNYCH,
ORGANIZACYJNYCH ORAZ POPULARYZUJACYCH NAUKE

Dzialalnos¢ dydaktyczna

1. Prowadzenie zaj¢¢ dydaktycznych (seminaria, ¢wiczenia, laboratoria) z biochemii dla
studentoéw II roku kierunku lekarskiego polsko- i anglojezycznego oraz kierunku lekarsko-

dentystycznego Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (od 2014 roku).
2. Promotor pomocniczy rozprawy doktorskiej mgr Agaty Jedrzejewskiej pt. ,,Rewersja

niewydolnos$ci serca przez zmniejszenie obcigzenia mechanicznego w polgczeniu z

modyfikacjami metabolizmu nukleotydoéw i przemian energetycznych.” (od 2022 roku).
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3. Drugi promotor pracy magisterskiej Filipa Kusia pt. ,,Bacterial inorganic polyphosphate
(polyP)- analysis of its interactions with stressed E. coli’s proteins and influence on
eukaryotic cells’ metabolism” wykonanej w Katedrze i Zaktadzie Biochemii GUMed oraz
Zaktadzie Biologii Molekularnej, Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG-
GUMed (2021-2022).

4. Opieka merytoryczna nad cztonkami Studenckiego Naukowego Kota Biochemicznego

dziatajacego przy Katedrze i Zaktadzie Biochemii (od 2014 roku).

5. Opiekun praktyk zawodowych studentow Wydzialu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego
oraz Wydzialu Chemii Politechniki Gdanskiej realizowanych w Katedrze i Zaktadzie

Biochemii (2017-2018).

Dzialalnos$¢ organizacyjna

Juz podczas studiow (lata 2012-2014) zaangazowana bylam w dzialalno$¢ organizacyjna
Uczelni jako przewodniczaca Studenckiego Biochemicznego Kota Naukowego przy Katedrze i
Zaktadzie Biochemii GUMed. W nastgpnych latach uczestniczylam w organizacji konferencji

naukowych:

1. 17th Symposium on Purine and Pyrimidine Metabolism in Man, 20-24.09.2017, Gdansk,
rola habilitantki: cztonek komitetu organizacyjnego.

2. XXII Sympozjum Sekcji Kardiologii Eksperymentalnej PTK oraz Komitetu Nauk
Fizjologicznych i Farmakologicznych PAN, 26-28.10.2017, Gdansk, rola habilitantki:
czlonek komitetu organizacyjnego.

3. 27th International Student Scientific Conference, 27-29.05.2022, Gdansk, rola habilitantki:

czlonek jury w sesji “Basic science- orginal reasearch 1.

Ponadto od 2021 roku jestem koordynatorem pracy zespotu ,,/n vivo studies on mechanism of
disease and therapy” utworzonego w ramach Priorytetowego Obszaru Badawczego ,,Biochemia,
Genetyka i1 Biologia molekularna” Inicjatywy Doskonato$ci — Uczelni Badawczej w GUMed. Efektem
dziatalnoéci we wspomnianym obszarze byla m.in. organizacja webinaru pt. ,,Badania in vivo w
GUMed-poznajmy si¢!”, a takze organizacja cyklu webinaridw pt. ,,Badania in vivo i in vitro oczami
zespotu Vi IXw POB 3 — cykl spotkan o wspotpracach wewnqtrz- i miedzyuczelnianych”. Wydarzenia
te miaty na celu popularyzacj¢ badan naukowych in vivo prowadzonych w GUMed, a takze nawigzanie

nowych kontaktow naukowych pomigdzy trdjmiejskimi jak i krajowymi jednostkami naukowymi.
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W lutym 2022 roku utworzylam oraz objetam kierownictwo nad Miedzywydziatlowym

Laboratorium Badan in vivo w GUMed. Jednostka ta ma na celu potaczenie mozliwosci metodycznych

i aparaturowych jednostek Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, w celu wytworzenia atrakcyjnej i

konkurencyjnej oferty dla podmiotéw zewnetrznych. Interdyscyplinarnos$é, doswiadczenie naukowe

badaczy tworzacych jednostk¢ oraz otwarto§¢ na wspolprace komercyjng jak i niekomercyjna,

pozwolily juz na nawigzanie przez jednostke nowych wspotprac z osrodkami naukowymi jak i firmami

z obszaru Life Science.

Popularyzacja nauki

L.

Udzial w organizacji i uczestnictwo w I Ogdlnopolskim Dniu Diagnosty Laboratoryjnego

w Gdansku (kwiecien 2012 roku).

Udzial i zaprezentowanie dzialalnosci Studenckiego Kota Naukowego przy Katedrze
Biochemii w ramach ,Sympozjum Studenckich Kot Naukowych Wydzialu
Farmaceutycznego z OML” (grudzien 2013 roku).

Udzial w organizacji XV Ogoélnopolskiego Konkursu Wiedzy Biochemicznej ,,Superhelisa

2018” (organizowanym przez Katedre i Zaktad Biochemii GUMed) (maj 2018 roku).
Organizacja webinaru on-line ,,Badania in vivo w GUMed-poznajmy si¢!” oraz wygloszenie

wyktadu pt. ,, ,, Myszkowanie” w patofizjologii chorob sercowo-naczyniowych. Modele

badawcze dostepne w Katedrze i Zaktadzie Biochemii” (pazdziernik 2021).

INNE INFORMACJE DOTYCZACE KARIERY ZAWODOWEJ

Czlonkowstwo w komitetach redakcyjnych i radach naukowych czasopism

Edytor goscinny w wydaniu specjalnym pt.” Hunting of the Huntington’s disease” czasopisma

Metabolites (od czerwca 2022 do obecnie).

Recenzent w czasopismach

1.

Od 2021 roku recenzent w czasopismach : Biomedicines, Biomolecules, Brain sciences,
Cells, International journal of molecular sciences, Journal of personalized medicine,

International journal of environmental research and public health.
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