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a) Tytut osiagniecia naukowego/artystycznego.
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c) Omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikéw wraz z
omdwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Wprowadzenie

Choraba Huntingtona, zwana rownie? Plasawicy Huntingtona {(ang. Huntington's disease -
HD) jest najczesciej wystepujgcym, dziedzicznym schorzeniem wsrdd  rzadkich chardb
neurodegeneracyjnych. Jest nig dotknietych okoto 700 000 oséb na calym swiecie i nadal pozostaje
nieuleczalng chorobg prowadzacy do nieuniknione] smierci w przeciggu okoto 21 lat od momentu
wystapienia pierwszych symptomow (1). Na szczegolna wage epidemiclogiczng HD wskazuje fakt, iz
1 na 400 oséb jest potencjalnie nig zagroiona (2}. Choroba ta jest konsekwencjg wydluZenia

sekwencji CAG w genie huntingtyny (ang. huntingtin, HTT), co prowadzi do tworzenia toksycznego
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biatka w komérkach. Molekularng podstawg choroby Huntingtona s3 powtdrzenia tréjnukleotydowe
CAG w pierwszym eksonie w genie kodujagcym huntingtyne (HTT). Powtdrzenia CAG kodujace
poliglutamine ulegaja zwielokrotnieniu w biatku, stanowigc przyczyne rozwoju choroby Huntingtona
(3). Podczas gdy zdrowe osoby majg mniej niz 35 powtdrzen CAG, u pacjentéw cierpigcych na
chorobe Huntingtona stwierdza sie od 35 do 200 powtdrzen i ich iloéé jest skorelowana z
agresywnoscig choroby (4). Najlepiej poznang cechy patologiczng choroby Huntingtona jest
postepujgcy proces neurodegeneracyjny, ktéry uwidoczniony jest szczegdlnie w prazkowiu, zwojach
podstawnych i korze mdzgowej, powodujgc objawy neurologiczne obejmujgce zaburzenia
motoryczne, poznawcze i psychiatryczne (3). Prowadzi to do rozwoju objawow klinicznych, w tym
zmian osobowosci, zaburzen motorycznych, otepienia i utraty masy ciala. Objawy te postepujg w
miare przebiegu choroby, powodujac $mier¢ po okolo 20 latach od momentu wystapienia
pierwszych objawdw kliniczych tej choroby (3). Obecnie nie ma skutecznego leczenia choroby
Huntingtona i dla pacjentéw dostepna jest tylko opieka paliatywna. Poniewai choroba Huntingtona
jest zaburzeniem spowodowanym mutacja w pojedynczym genie, logicznym celem jej leczenia

powinna by¢ terapia genowa oparta na wyciszeniu lub zupelnym wylaczeniu tejie mutagji.

W badaniu typu ,proof-of-concept” wygenerowano transgeniczng linie myszy, ktore
posiadaty zmutowanag wersje genu HTT pod kontroly indukowalnego promotora. Zgodnie z
oczekiwaniami, ekspresja zmutowanej HTT doprowadzita do rozwoju objawdw neurologicznych
typowych dla choroby Huntingtona, ktdre jednakie ustapity pe wylaczeniu zmutowanej formy HTT.
Nie tylko zatrzymalo to postep choroby ale stwierdzono rdwniei, fe objawy neurologiczne
rozwiniete do momentu wylgczenia mutacji s3 odwracalne, co oszacowano na podstawie testow
motorycznych i poznawczych (5). Na tej podstawie moina sadzi¢, Ze skuteczna terapia powinna by¢
nakierowana na wyciszenie mutacji w genie HTT, najlepiej na poziomie DNA lub mRNA, co
zapobiegaloby translacji zmutowanego biatka HTT i w konsekwencji zapobiegaloby tworzeniu

cytotoksycznych produktow komorkowych.,

Chociaz jak sie dotychczas wydawato glowne zmiany patologiczne determinujace
charakterystyczny obraz kliniczny HD s3 zlokalizowane w moéz2gu i stanowia gtowny cel leczenia, to
jednak najnowsze badania wskazujg postepujace zmiany patologiczne tkanek obwodowych jako
wazny czynnik przyczyniajacy sie do postepu choroby. U ssakéw biatko HTT ulega ekspresji w wielu
tkankach i narzadach (6, 7). U myszy, catkowite wyltgczenie ekspresji genu Htt prowadzi do smierci
spowodowanej wadami we wszystkich listkach zarodkowych juz na wczesnym etapie rozwoju
embrionalnego (8). Istnieje coraz wiecej dowoddw eksperymentalnych na to, iz produkt genu Htt ma

wplyw na roinorakie struktury i funkcje komorkowe, kidre s3 niezbedne dla wszystkich typdow



komdrek a nie tylko dla tkanki nerwowej, na przyklad na mitochondria, czy system ubikwityna-
proteasom {UPS) (9-11). Uwaza sig, ze HTT dziala jako biatko stanowigce rusztowanie dla tworzenia
wielu rdaznych komplekséw biatkowych w komdrce, poniewai zawiera ono wiele motywow typu
HEAT (ang. Huntingtin, Elongating factor 3, PR65/A regulatory subunit of PP2A, Torl), ktére moga
tworzyt struktury podobne do solenoiddw i w ten sposéb utatwiajg one oddziatywania z innymi
biatkami {12). Na tej podstawie moina sadzic, iz mutacja w genie HTT powoduje zmiany patologiczne
w réinych typach komarek w wielu tkankach (13), wlgczajac w to serce, miednie szkieletowe, nerki i
watrobe (14-17) a nie tylko w tkance nerwowej. Interesujacym w tym kontekicie jest fakt
stwierdzony na podstawie wielu badari epidemiologicznych, ze choroba serca jest drugg przyczyng
$mierci u pacjentow z chorobg Huntingtona {18-20). Atrofia miesni szkieletowych jest kolejnym
istotnym czynnikiem patologicznym w chorobie Huntingtona. Co ciekawe, Kosinski wraz ze
wspdtpracownikami opisali przypadek pacjenta bedacego pétprofesjonalnym maratonczykiem, u
ktérego miopatia zostata zdiagnozowana jako pierwszy objaw kliniczny choroby Huntingtona jeszcze
przed wystapieniem objawéw neurologicznych. Miopatia u tego pacjenta spowodowana choroba
Huntingtona postgpowata powoli i towarzyszyl jej wzrost poziomu kinazy kreatynowej. Biopsja
migsnia szkieletowego ujawnila nieprawidlowosci w strukturze mitochondridw, w tym ich
powiekszenie oraz funkcjonalne obnizenie aktywnosci kompleksu IV {21). Inne badanie kliniczne
ujawnito, iz pacjenci z chorobg Huntingtona mieli obnizong sile miesni srednio o 50% w poréwnaniu
do ludzi zdrowych {22). W ostatnim dziesiecioleciu spolecznos$é naukowa zaczeta uwzgledniaé
nieprawidtowe funkcjonowanie miesni szkieletowych jake wainy element patologii choroby
Huntingtona {17). Oczywiscie istnieje potrzeba przeprowadzenia wiekszej liczby badaid na
zwierzetach oraz badan klinicznych, ktére pozwolg na pelniejsze zrozumienie mechanizmoéw
chorobotwdrczych zachodzacych w miesniach szkieletowych z mutacjg huntingtiny, co potencjalnie

bedzie mialo znaczenie w planowaniu strategii terapeutycznych u pacjentdw z choroba Huntingtona.
Cel badan naukowych

Choroba Huntingtona jest schorzeniem wielonarzagdowym, obejmujgcym réwniez zmiany
patologiczne w miesniach szkieletowych, co jest waing cechg tej choroby zaréwno u ludzi, jak i w
modelach mysich. Dlatego gléwnym celem mojej pracy badawczej bylo poznanie mechanizmu
prowadzacego do zmian patologicznych w miesniach szkieletowych w przebiegu choroby
Huntingtona, a takie zidentyfikowanie potencjalnego zestawu biomarkerdw, na podstawie ktdrych
moiliwa bytaby ocena zaawansowania tej choroby. Dodatkowo, celem moich badan bylo
opracowanie strategii terapeutycznej pozwalajacej na wyciszenie zmutowanego biatka HTT. Strategie

tg pierwotnie testowatem w mdzgu, z zamyslem zastosowania jej nastepnie dla miesni



szkieletowych, Podczas gdy poprawa funkcjonowania OUN jest nadal najwainiejszym celem
terapeutycznym, niewykluczonym jest e w przyszlosci metody leczenia zostang przebudowane pod

katem szerszego podejscia do leczenia, z uwzglednieniem miesni szkieletowych.

W pierwszym oryginalnym artykule {publikacja 1} opisatem cechy fizjologiczne i molekularne
atrofii migéni szkieletowych 2wigzanych 2 chorobg Huntingtona w dwéch powszechnie stosowanych
mysich modelach tej choroby: Mielcarek, M., Toczek, M., Smeets, C., Franklin, S.A., Bondulich, M.K.,
Jolinon, N., Muller, T., Ahmed, M., Smith, D.L., Dick, J.R.T., Piotrowska, |., Greensmith, L., Smolenski,
R.T., Bates, G.P., {2015) HDAC4-myogenin axis as an important marker of HD-related skeleta!
muscles atrophy. PLoS Genetics, 11{3): e1005021.

Aby zbada¢ hipoteze mawiaca, iz zmutowana forma biatka HTT jest przyczyna atrofii mieéni
szkieletowych, przebadatem dwa mysie modele choroby Huntingtona, a mianowicie R6/2 i HdhQ150.
Myszy R6/2 sq transgeniczng linig posiadajacq zmutowany ludzki, N-koricowy fragment biatka HTT
kodowany przez ekson pierwszy genu HTT (23), podczas gdy myszy HdhQ150 maja wydluzone
powtérzenia CAG w endogennym lokus mysiego genu Htt (24). Nieprawidlowosci mieéni
szkieletowych u myszy R6/2 badano w réinych stadiach zaawansowania choroby, a mianowicie w
stadium petno-objawowym (12 tygodni) oraz w stadium koficowym (14 tygodni) przebiegu choroby.
Homozygoty HdhQ150 natomiast poréwnano z typem dzikim (WT) w 22 miesiqcu zycia, czyli w
stadium koricowym choroby. Stwierdzono znaczace zmiany w obrazie elektrofizjologicznym w funkcji
kurczliwej migsni EDL (tac. extensor digitorum longus) i TA (tac. Tibialis anterior) u myszy R6/2 w
wieku 12 i 14 tygodni. Czas potrzebny, by miesnie osiggnety maksymalna site skurczu (tzw czas TTP,
ang. time to peak) i czas potrzebny na rozluinienie miesni do potowy maksymalnej sity (1/2 czasu
relaksacji) u myszy R6/2 znaczaco sie zmienit, co wskazuje na zanik szybko kurczliwych widkien
migsniowych w migsniach EDL i TA. Towarzyszy! temu znaczacy wzrost ekspresji genow kodujgcych
biatka kurczliwe typu wolnego, takie jak Tanl i Myh7 w mieéniach TA i EDL w obydwéch mysich
modelach choroby Huntingtona. Ponadto, poziom transkrypcji biatek kurczliwych typu szybkiego,
takich jak Tnn3 i Myh2, byt znacznie cbnizony w badanych miesniach, Dodatkowo zaobserwowano
znaczacy spadek masy migsniowej we wszystkich typach mieéni, ktére byly badane w obu modelach
choroby Huntingtona. Konsekwencja tego byla obnizona sila skurczowa i tezcowa w miesniach
koriczyn tylnych, ktdére zostaly poddane badaniom elektrofizjologicznym w stadium peino-

objawowym choroby, co moie wskazywac na dysfunkcje neuronow motorycznych u tych myszy.

Przeprowadzono rowniez badanie aktywnosci neurondw, ktére ujawnilo, ie wystapita
progresywna utrata liczby funkcjonalnych jednostek ruchowych w mieéniu EDL myszy R6/2, na

poziomie z okolo 25% w 12 tygodniu zycia do ponad 60% utraty w 14 tygodniu zycia myszy w



poréwnaniu z kontrolg. Zmianom tym towarzyszyl wzrost ekspresji markeréw odnerwienia miesni,
na przyklad gendw HDAC4-Dach2-myogenina, jak rdwnieZ 2naczgce pogorszenie statusu

energetycznego miesni oraz utleniania komérkowego w ocbydwu modelach HD.

Podsumowujgc, mutacja w genie HTT indukowala rozwdj cech patologicznych prowadzacych
do zaburzenr funkcji skurczowej miesni szkieletowych, co skutkowalo transformacjg wiékien szybkich
do wolnych, co zostalo dodatkowo potwierdzone przez roinice w poziomie transkrypcji gendw
specyficznych dla wlckien poszczegdlnych typow. Istotnym odkryciem opisanym w powyiszej
publikacji jest funkcjonalne polaczenie zmian genetycznych ze zmianami fizjologicznymi, ktore
prowadzg do atrofii miesni szkieletowych w mysich modelach choroby Huntingtona, co moie miec

olbrzymi potencjaf terapeutyczny.

Ze wzgledu na zaburzona réwnowage energetyczng | zmiany w metaboliZmie puryn w
miesniach szkieletowych w mysich modelach choroby Huntingtona postanowitem zbadaé przyczyne
tych zmian na poziomie transkrypcji gendw zaangaiowanych w te procesy. Hipoteza ta byla
przedmiotem badar opublikowanych w drugim artykule (publikacja 2) tj. Mielcarek, M., Smalenski,
R.T., Isalan, M., ({2017} Transcriptional signature of an altered purine metabolism in the skeletal
muscle of a Huntington’s disease mouse madel. Front. Physiol. 8:127. Celem tych badan byto
zidentyfikowanie specyficznego profilu transkrypcyjnego, odpowiedzialnego za zaobserwowane
zmiany zaburzenn metabolizmu puryn oraz produkcji energii. Pozwolitoby to na zidentyfikowanie
potencjalnych nowych biomarkerow 2wigzanych z patologicznymi zmianami energetyki miesni
szkieletowych w przebiegu choroby Huntingtona. Wainym elementem tego badania jest to, iz
zostalo ono przeprowadzone na réinych typach miesni szkieletowych o réinej zawartosci szybkich
lub wolnych wiokien migsniowych, takich jak: EDL {miesier typu szybkiego), Soleus (miesien typu
wolnego) oraz TA lub G/P (kompleks tac. Gastrocnemius/Plantaris) (miesien typu mieszanego).
Miesnie szkieletowe w mysim modelu wykazywaly 9-krotnie podniesiong ekspresje genu Ampd3
{dearmninazy adenozyny 3) co moie odzwierciedla¢ odnerwiony status miesni szkieletowych u tych
myszy, spowodowany utraty jednostek ruchowych lub brakiem aktywnosci tych jednostek.
Wykrylem rdéwniez trzykrotny wzrost ekspresji gendw, takich jak Pnp (purynowa fosforylaza
nukleozydowa) i Xdm (dehydrogenaza ksantynowa), ktére sa bezposirednio zwigzane 2
metabolizmem puryn. Dodatkowo, zaobserwowatem znaczny wzrost transkryptdw zaangazowanych
w homeostazg energetyczng, w tym Prkaal (katalityczna podjednostka alfa-1 aktywowana kinaza
bialkowa 5'-AMP) - 4-krotny wzrost i Pdk4 (dehydrogenaza pirogronianowa, kinaza izozym 4) - 6-
krotny wzrost ekspresji. Ponadto wiele transkryptow gendw (zwigzanych 2 synteza puryn de novo),

takich jak Ads/ {liaza adenylobursztynianowa) i Adss/1 (liaza z adenylo-bursztynianem 1), oraz Entpd2
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(ang. Ectonucleoside trifosforan difosfohydrolaza 2) i Hk2 (heksokinaza 2) mialy obnizony poziom
transkrypcji w migsniach szkieletowych mysiego modelu R6/2 choroby Huntingtona. Padsumowujac,
powyisze badanie po raz pierwszy charakteryzuje profil transkrypcyjny, odzwierciedlajacy zmiany w
homeostazie energii i metabolizmie puryn w miesniach szkieletowych mysiego modelu choroby
Huntingtona. Opisane zmiany mogg stanowié przydatny zestaw biomarkerdw do sledzenia postepu

degeneracji migsni w chorobie Huntingtona.

W celu dalszego poznania mechanizmu leiacego u podtoia patologii miesni szkieletowych w
mysich modelach choroby Huntingtona, w kolejnym badaniu postawitem hipoteze, i tego typu
zmianom patologicznym moie towarzyszy¢ zmiana poziomu transkrypcji deacetylaz histonowych
{publikacja 3): Mielcarek, M., Zielonka, D., Piotrowska, |., Gromadecka, M., Klimberg, A., Isalan, M.,
{2017) Altered levels of histone deacetylases in the skeletal muscle of HD mouse models. Hygeia
Public Health, 52{4): 391-394,

Celem tego badania bylo scharakteryzowanie profilu transkrypcyinego 11 deacetylaz
histonowych w miesniu szkieletowym TA {lac. tibialis anterior ) w dwéch mysich modelach, R6/2 i
HdhQ150. U organizméw eukariotycznych zmiany transkrypcji s regulowane przez grupe enzyméw
znanych jako deacetylazy histonowe (HDAC). U ssakow, rodzina deacetylaz histonow skiada sie 18
biatek, podzielonych na cztery grupy w oparciu o podobierstwa strukturalne i funkcjonalne: klasa |
(HDAC: 1, 2, 3, 8), kiasa lla {HDAC: 4, 5, 7, 9), klasa llb (HDAC: 6, 10}, klasa Ill (sirtuiny 1-7) i klasa IV
(HDAC11 jest jedynym czlonkiem tej klasy) {25). W przedstawionych badaniach po raz pierwszy
wykazano, iz poziom transkryptéw deacetylaz histonéw Hdacl, Hdac2, Hdacd, Hdac5, Hdac6, Hdac8
i Hdacll znaczaco roinit sie w miesniach szkieletowych w obydwu badanych mysich modelach
choroby Huntingtona. Zmiany transkrypcji deacetylaz histonow w miesniach szkieletowych w
chorobie Huntingtona mogg przyczyniaé sie do postepu choroby poprzez mechanizmy
epigenetyczne, ktdre s3 odpowiedzialne za ogolne zmiany transkrypcji wielu gendw. Z drugiej strony
czeéc hialek rodziny deacetylaz histondw, a w szczegdlnosci grupa Ilb moie dziatac jako tzw.
represory transkrypcyjne, powodujgc obnizenie ekspresji lub wylaczenie specyficznych gendw (25).
Zaobserwowane zmiany w poziomie transktyptow dotyczyly deacetylaz histonow nalezacych do
réznych grup, ce moie sugerowad, i atrofia mieéni szkieletowych w mysich modelach choroby
Huntingtona moze obejmowac réine szlaki, przez ktdre deacetylazy histonow regulujg ekspresje
innych biatek. W kolejnych badaniach, istotnym bedzie okreslenie roli poszczegolnych deacetylaz
histonébw w postepie zmian patologicznych w miesniach szkieletowych w przebiegu choroby
Huntingtona. Dzieki lepszemu poznaniu tych mechanizméw i zidentyfikowaniu, ktéra z deacetylaz

histondw pelni przewodnig role w rozwoju/postepie atrofii miedni szkieletowych, moiliwe bedzie
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zastosowanie interwencji farmakologicznej na wczesnym etapie choroby wiywajac specyficznych
inhibitorow deacetylaz histonow. Zaprezentowane wyniki sugerujg, iz obnizenie aktywnosci HDAC1,
2, 4,5, 6, 8i 11 moie mie¢ potencjalnie korzystny efekt w leczeniu atrofii migsni w chorobie
Huntingtona. Konsekwentnie, zastosowanie specyficznych inhibitoréw deacetylaz histondw, ktére

obnizajg ich aktywnosé, moie stanowié podstawy do nowej strategii terapeutycznej.

Ostatnia publikacja (publikacja 4) bedaca c2escig ciggu osiagniec naukowych opisuje nowg strategie
terapeutyczng, ktora zostala rozwinigta w celu wyciszenia zmutowanej formy HTT w osrodkowym
uktadzie nerwowym. Potencjalnie bedzie ona miata zastosowanie do miesni szkieletowych
{publikacja 4); Agustin-Pavon, C.*, Mielcarek, M.*, Garriga-Canut, M., lsalan, M., (2016)
Deimmunization for gene therapy: host matching of synthetic zinc finger constructs enables long-

term mutant Huntingtin repression in mice. Mol. Neurodegeneration, 11:64.

lak wspomniano we wstepie, najbardziej skuteczna strategia terapeutyczna powinna byé
oparta na wyciszeniu lub usunieciu zmutowanej formy HTT w uktadzie nerwowym jak rdwniez w
tkankach obwodowych takich jak migsnie szkieletowe, ktdra to mutacja powoduje chorobe
Huntingtona przyczynia sie do zmian patologicznych. Syntetyczne bialko, ktdre posiada motywy
sekwencyjne palcy cynkowych (ang. Zinc Finger, ZF} zostalo wczesniej zaprojektowane w celu
represji genu HTT na poziomie DNA. Ekspresja takiego biatka ZF 2awierajgcego sekwencje palcow
cynkowych przy uzyciu wektora wirudowego typu adenowirus {ang. Adeno-Associated Virus, AAV) w
mysim modelu choroby Huntingtona powodowala znaczaca poprawe niektdrych neurologicznych
uposledzen charakterystycznych dla tej choroby. Co waine, biatko ZF specyficznie wygaszato
ekspresje zmutowanej formy HTT, podczas gdy ekspresja HTT bez mutacji pozostawata na
niezmienionym poziomie (26). Zostalo pokazane, iz biatko opdinito poczatek objawdw choroby
Huntingtona w mysim modelu R6/2 o okolo 2 tygodnie co stanowi okoto 20% dtuisza przezywalnosc
(26). Sztucznie zaprojektowane biatka ZF majg kilka zalet w stosunku do technologii takich jak
CRISPR-Cas9. Przede wszystkim, biatka takie nie przecinajg DNA, a zatem s3 mniej mutagenne,
zmniejszajac ryzyko aktywacji choréb nowotworowych oraz innych probleméw w leczeniu ludzi
(patrz "Nieoczekiwane mutacje po edycji CRISPR-Cas9 in vivo"(27). Palce cynkowe Cys2-His2 s3 druga
co do wielkosci rodzing biatek {okoto 600) w ludzkim genomie (28). Obejmuja one wiele réinych
specyficznych sekwencji biatek, ktore posiadaja zdolnosé wigzania DNA, jak rownie: represji
promotordw przez biatka represory np. KRAB {29). W ten sposéb biatka palca cynkowego rozwinely
sie jako naturalne narzedzia represji genéw swoistych dla specyficznego loci u ssakdw, ktére moga

stanowi¢ idealne narzedzia do zastosowan takich jak terapie genowe.
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W tym badaniu, nowo opracowane bialka ZF potaczono na zasadzie fuzji z represorem KRAB,
a cale biatko fuzyjne zostalo zaprojektowane w ten spascb, aby jego sekwencja byta dopasowana do
DNA gospaodarza, w tym przypadku myszy, w celu zminimalizowania odpowiedzi immunologicznej w
mozgu. Ponadto, wczesniejsze eksperymenty pokazaly iZ zastosowany promotor pCAG (hybryda
wczesnego elementu wzmacniajacego typu CMV oraz promotora P-aktyny z kurczaka) tracit
aktywnos¢é u myszy co doprowadzito do znaczacego zmniejszenia ekspresji biatka ZF w przeciagu 6
tygodni od wstrzykniecia do mozgu. Dlatego w prezentowanym badaniu przetestowalismy nowy
endogenny pramotor, aby sprawdzi¢, czy ekspresja biatka ZF-KRAB z maksymalng homologia do
mysiego genomu bhedzie ulegala diuzszej ekspresji w osrodkowym ukladzie nerwowym. W tym celu
uzylismy promotora Enolazy specyficznej dla neurondw (Eno2). Zastosowane modyfikacje biatka ZF-
KRAB oraz wybor nowego promotora kotrolujacego jego ekspresje przyczynilo sie do bardzo
wysokiej represji zmutowanego biatka HTT o 77% w calym moézgu, 3 tygodnie po obustronnym
dokomorowym wstrzyknieciu 10'° wirionéw. Co istotne, 23% represji zmutowanego biatka HTT bylo
nadal wykrywalne po 24 tygodniach od wstrzykniecia. Podsumowujac, naleiy stwierdzié¢ iz
zastosowane modyfikacje biatka ZF przyniosty wydtuienie efektu wyciszenia mutacji w biatku HTT
oraz wykazywaly zmniejszong toksycznosé, co bedzie miato bezposrednie przetoienie na terapie

genowa opartg na wykorzystaniu biatka typu palca cynkowego.
Podsumowanie

Moje dlugoterminowe badania zaowocowalty wieloma wainymi odkryciami, ktdre
przyczynily sie do lepszego zrozumienia patologicznych cech choroby Huntingtona. Przy uzyciu
mysich modeli tej choroby, zainicjowalem nowy kierunek badawczy, ktéry pozwolit na
scharakteryzowanie atrofii migsni szkieletowych na poziomie fizjologicznym i molekularnym jako
wainego czynnika wplywajacego na ogolny postep choroby Huntingtona. Badania te nie tylko
pozwolity na przedstawienie nowego mechanizmu, ktory powoduje zanik miesni szkieletowych w
przebiegu choroby Huntingtona, ale pozwolity takie na zidentyfikowanie wielu potencjalnych
biomarkerow, ktdre moga by¢ wykorzystane w nadchodzacych badaniach na mysich modelach tej
choroby, jak rowniez w badaniach klinicznych. Identyfikacja nowych szlakow, takich jak deregulacja
ekspresji okreslonych deacetylaz histondw na poziomie transkrypcji, moze otworzyé nowe
mozliwosci interwencji farmakologicznych z ich specyficznymi inhibitorami. Wreszcie, opracowanie
dalszych protokoldw opartych na zastosowaniu syntetycznych bialek typu ZF do leczenia choroby
Huntingtona, w tym miesni szkieletowych, moie mieé rzeczywisty wplyw na ksztaft przysztych badan

klinicznych zwigzanych 2 ta chorobg. Ten kierunek moich badar moie byé dalej rozwijany i pozwalié
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w przyszlodci na pedejmowanie préb klinicznych oraz leczenie wielu chordb typu poliQ (ang.

polyglutamine).

5. Omowienie pozostatych osiggniec naukowo - badawczych {(artystycznych).

Jestem absolwentem Wydzialu Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.
Studia magisterskie ukoriczylem w 2000 roku. Podczas studiow odbytem indywidualny program
nauczania, ktory pozwolit mi ukoriczyé szereg kursdw 2 zakresu biologii molekularnej i biotechnologii
na Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, Kariere naukowa
rozpoczatem jako magistrant w Laboratorium biochemii tRNA w Instytucie Chemii Bioorganicznej
PAN w Poznaniu pod kierunkiem Prof. lana Barciszewskiego, gdzie zdobylem doswiadczenie 2
zakresu biochemii i biologii molekularnej. Moja praca obejmowata identyfikacje kinetyny (homologu
adeniny i znanego regulatora wzrostu roslin) jako markera uszkodzenia DNA u ludzi, ktéry zostal
zidentyfikowany w probkach moczu, krwi. W kolejnym badaniu in vitro odkrylem, iz czasteczki tRNA
oraz 55 rRNA s3 potencjalnymi katalizatorami w reakcji Dielsa-Aldera. Kolejnym interesujgcym
aspektern mojej pracy, bylo opracowanie odpowiednich metod produkeji szczepionek opartych o
zastosowanie technologii wysokich cisnieri. Projekt ten zostal zrealizowany we wspdlpracy z
Centralnym Laboratorium Szczepionek w Warszawie oraz z Instytutem Chemii Organicznej PAN w
Warszawie. Moja praca w Instytucie Chemii Bioorganicznej zaowocowafa dwoma oryginalnymi
artykutami naukowymi oraz dwoma rozdziatami w ksigikach: Mielcarek, M., Barciszewska, M.Z.,
Salanski, P., Stobiecki, M., Jurczak, J., Barciszewski, J., {2002} Native transfer RNA catalyzes Diels-
Alder reaction. Biochem. Biophys. Res. Commun. 294, 145-148; Barciszewski, J., Mielcarek, M.,
Stobiecki, M., Siboska, G., Clark, B.F.C., (2000) Identification of 6-furfuryladenine (kinetin) in human
urine. Biochem. Biophys. Res. Commun. 279, 69-73; Barciszewski, 1., Mielcarek, M., Barciszewska,
M.Z., (1999) Modified nucleosides of nucleic acids. Occurrence and properties of kinetin (in Polish),
book chapter, in: On the frontier of Chemistry and Biology, Koroniak, H., Barciszewski, J., Eds., A.
Mickiewicz University Press, Poznan, Poland, pp 77-111; Mielcarek, M., Barciszewski, J., (1998)
Chemical modification of DNA (in Polish), book chapter, in: On the frontier of Chemistry and Biology,
Koroniak, H., Barciszewski, J., Markiewicz, W.T., Ziemnicki, K., Eds., A. Mickiewicz University Press,

Poznan, Poland, pp 217-242.

W 2007 roku uzyskatem stopief doktora nauk przyrodniczych, pracujac nad projektem "VITO
proteins are essentiol new cofactors of the muscle regulatory network" na Martin-Luther University
Halle-Wittenburg w Niemczech oraz w Max-Planck Institute for Heart and Lund Development, Bad
Nauheim w Niemczech. Praca doktorska zostata wykonana pod kierunkiem Prof. Thomasa Brauna,

ktéry jest swiatowym pionierem w tematyce regulacji transkrypcyjnej w mieéniach szkieletowych
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oraz sercu. Moja praca doktorska zaowocowata zidentyfikowaniem dwdch nowych gendw, Vitol i
Vito2 oraz opisaniem ich podstawowych funkeji biologicznych. Wykorzystujac technologie RNAI,
pokazatem, ie biatko VITO-1 jest kluczowym czynnikiem réinicowania mioblastéw. Na podstawie
mojej pracy doktorskiej, opublikowatem trzy oryginalne publikacje w wysoko punktowanych
czasopismach: Mielcarek, M., Piotrowska, 1., Schneider, A., Gunther, S., Braun, T., (2009} VITO-2, a
new SID domain protein, is expressed in the myogenic lineage during early mouse embryonic
development. Gene Expr. Patterns, 9(3), 129-137; Gunther 5.*, Mielcarek, M*, Kruger, M., Braun, T.,
(2004) VITO-1 is an essential cofactor of TEF-1 dependent muscle specific gene regulation. Nucl. Acid
Res., 32, 791-802; Mielcarek, M., Gunther, 5., Kruger, M., Braun, T., (2002) VITO-1, a novel vestigial
related protein is predominantly expressed in the skeletal muscle lineage. Mech. Dev. 1195, 5269-

5274.

Podczas stazu podoktorskiego {2008-2015) pod kierunkiem Prof. Gillian Bates, swiatowej
klasy ekspertki badajacej chorobe Huntingtona (HD), skupilem sie na opracowaniu nowych strategii
terapeutycznych ukierunkowanych na zastosowanie inhibitoréw deacetylaz histondw w chorobie
Huntingtona. Program badawczy, ktéry prowadzitem, doprowadzit do identyfikacji HDAC4 jako
nowego celu terapeutycznego w chorobie Huntingtona. Moim gléwnym osiggnieciem badawczym
byla identyfikacja HDAC4 jako nowego celu terapeutycznego w chorabie Huntingtona (PLoS Biology
11 (11): e1001717, 2013; PLoS ONE, 6 (11), 27746, 2011). Jest to pierwszy nowy molekularny cel
terapeutyczny zidentyfikowany dla choroby Huntingtona w ciggu ostatnich 25 lat, a moje badanie
zostalo wyrainione przez redakcje czasopism takich jak PLoS Biology (11 {11): e1001718. Doi:
10.1371 / journal.phic.2001718) oraz Nature Reviews Neurology (10, (2014) doi: 10.1038 /
nrneurol.2013.264). To odkrycie doprowadzito ostatecznie do opracowania nowych selektywnych
inhibitorow dla grupy lla deacetylaz histonéw, ktdre sg obecnie testowane w mysich madelach
chordb neurodegeneracyjnych. Projekt ten prowadzitem w scistej wspolpracy z wiodacymi firmami
farmaceutycznymi, takimi jak Novartis Pharma, IONIS Pharmaceuticals i Pfizer oraz we wspéipracy
firmami biotechnologicznymi, takimi jak Cell Signaling, Biofocus {Charles River) oraz osrodkami
akademickimi w Szwajcarii i USA. Drugim przewodnim tematem moich badan byl wplyw mutacji w
biatku HTT na zmiany patologiczne w kardiomyocytach mysich modelach choroby Huntingtona.
Badanie te zaowocowalo opublikowaniem wynikéw moich badan w wysoko punktowanym
czasopismie PLoS Genetics, w ktdrej opisatem mechanizm prowadzacy do kardiomiopatii wywotanej
chorobga Huntingtona. {Mielcarek, M., i wsp. PLoS Genetics, 10 (8): e1004550, 2014}). Ponadto, moje
kolejne badania zidentyfikowaly biomarkery we krwi pacjentdw z chorobg Huntingtona zwigzane z
patologia miegsni szkieletowych i serca {opublikowane w BBA Molecular Basis of Disease, 1862;

2016). Ponadto zaprojektowalem i wykonalem nowa strategie terapeutyczng dla  migéni
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szkieletowych w chorobie Huntingtona oparta na zastosowaniu rozpuszczalnej formy aktywiny-
receptoru typu Illb w mysim modelu tej choroby {Mielcarek, M., i wsp. J Neurol Neurosurg Psychiatry
2014; 85: A97).

Od 2015 roku do chwili obecnej pracuje jako starszy pracownik naukowy w grupie Prof.
Marka Isalana, gdzie wspdlnie opracowujemy terapie genowa oparta na palcach cynkowych w
chorobie Huntingtona. Nasze niedawno opublikowane wyniki wykazaty diugoterminowy efekt biatka
ZF na wyciszenie mutacji w biatku HTT {Mol. Neurodegeneration, 11:64 2016) co zostato zauwaione
przez 17 agencji prasowych na catym swiecie {np. New Scientist, Huffington Post, La Vanguardia). Te
strategie terapeutyczng bede ostatecznie rozwijat w kierunku innych choréb genetycznych
spowodowanych wydluzeniem trojnukleotydu CAG w innych genach, ktére uznaje sie za przyczyne

choréb typu poliQ.

W ciggu ostatnich 5 lat nawigzalem wspdlprace z wieloma badaczami: Prof. Ryszard
Smoleniski {Gdariski Uniwersytet Medyczny), ktdry jest swiatowym liderem w dziedzinie metabolizmu
nukleotyddw; Prof. Peter Heutink (DZNE, Tubingen, Niemcy} technologia IPSCs, Dr. Vincenzo De
Paola {ICL, MRC), swiatowy ekspert w dziedzinie przebudowy synaptycznej oraz Dr Fabien Guidez z
laboratorium prof. Christine Chomienne (pionierem badan translacyjnych w nowotworach
szpikowych z Institute Universitaire d'Hématologie, Université Paris Diderot, Francja). Od 2014 roku
wspdlpracuje z dr. Danielem Zielonka z Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w
Poznaniu, w zwigzku z czym w 2016 roku zostalem zatrudniony jako adiunkt w Laboratorium
Epidemiologii i Neuroepidemiologii Katedry Medycyny Spolecznej, Pierwszego Wydziatu Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Miatem okazje zostaé opiekunem naukowym dla wielu
studentow studidw licencjackich / magisterskich z réinych krajow, w tym z Niemiec i Holandii, a
obecnie jestem promotorem pomocniczym jednego doktoratu na Gdariskim Uniwersytecie
Medycznym. Opublikowalem ponad 30 publikacji z 13czng iloscia ponad 750 cytowan (Google
Scholar). Jestem recenzentem w wielu czasopismach, w tym: PLoS One, Nature Scientific Reports,
Frontiers Molecular Biosciences. Frontiers Celfular Neuroscience, Experimental Gerontology, Frontiers
Aging Neuroscience, Metobolites, ACS Medicinal Chemistry letters, Frontiers in Chemistry, Brain
Sciences, Frontiers in Pharmacology, Metabolites, Biochemie, Molecular Neurodegeneration,
International Journal of Neuroscience. Zostatem rdwnieZ recenzentem grantéw dla Fundacji

Neurologicznej w Nowej Zelandii i DFG (Niemcy).

Jestem aktywnie zaangaiowany w publiczne propagowanie nauki. Regularnie goscitemn
studentdw na poziomie liceum w celu odbycia praktyk w ramach programu ,Nuffield Summer

Placement Scheme” na Imperial College London. Ponadto, jestem zaangazowany w program dla
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studentow studidw licencjackich ,University Research Opportunities Program”, a jeden z moich
studentow uczestniczacych w tym programie opublikowatl artykut przeglagdowy w Frontiers in
Physiology (Critchley, BJ., | wsp. (2018} Front, Physiol., 9: 559). Ponadto bylem wspdtorganizatorem
wydarzenia pt ,Choroby infekcyjne i innowacyjnosé w malarii”, ktére adbylo sie w Londyriskim
Muzeum Nauki. To wydarzenie hylo czescig popularyzacji nauki pt ,Science Lates”, ktére bylo

sponsorowane przez fundacje Billa i Melindy Gates {2016}; Londyn, Wielka Brytania.

http://www3.imperial.ac.uk/newsandeventspggrp/imperialcollege/lifesciences/newssummary/news
8-11-2016-17-1-8

Opierajgc sie na moim wyjgtkowym multidyscyplinarnym staiu badawczym (potaczenie
chemii, biologii rozwojowe], patologii migsni poprzecznie prazkowanych i nauk neurologicznych),
ktory uzyskalem w ciggu ostatnich 15 lat, moj diugoterminowy cel badan skupi sie na powiazaniach
miedzy odrodkowym uktadem nerwowym a tkankami cbwodowymi, takimi jak miesnie szkieletowe i
serce, w zdrowym organizmie oraz w stanach chorobowych i starzeniu. Skoncentruje sie w

szczegdlnosci na chorobach neurodegeneracyjnych.
5f) Catkowity Impact Factor: 99,584; MNISZW: 702
5g} Catkowita ilos¢ cytowari:

Web of Science: 575

Google Scholar: 767

5h) Indeks Hirsha:

Web of Science: 15

Google Scholar: 15

51) Kierowanie miedzynarodowymi | krajowymi projektami badawczymi oraz udzial w takich

projektach:

Imperial/ICR/NIHR BRC/NHS; Validation of humanised hZFP lead construct for a first-in-human AAV-
based gene therapy for Huntington'’s disease; 08/18-07/19; wykonawca.

Imperial/ICR/NIHR BRC/NHS; Gene therapy for Huntington’s disease using synthetic zine finger
transcription repressors; 08/2016-12/2017, wykonawca.

: |-

ERC Proof of Concept; 2015-2016; wykonawca.



CHDI foundation; Validation of therapeutic targets for Huntington’s disease using mouse models;

1/2008- 01/2015; wykonawca.

SK) Wygloszenie referatow na miedzynarodowych | krajowych konferencjach tematycznych:

MDS-ES Chorea and Related Disorders Course {Poznan, Poland, 2018) organised by The International
Parkinson and Movement Disorder Society

Neurophysiology of Chorea

XIX Annual Meeting of Experimental Cardiology Section of the Polish Cardiology Society and Palish
Physiology and Pharmacology Society of Polish Academy of Sciences, 2014, Gdansk, Poland.

Cardiac dysfunction in Huntington’s disease.

EHDN Polish Iinvestigators Meeting, 2013, Krakow, Poland.

Heart dysfunction in HD mouse models.

CHDI Foundation Workshop 2010: HDAC4 and Huntington’s disease, 2010, Los Angeles, USA

HDAC4 as therapeutic target in HD,

Sth Annual Plenary Meeting of European Huntington Disease Network, 2008, Lisbon, Portugal.

HDACA4 Knock-down Improves HD Related Phenotypes in R6/2 Mice.

Biennial meeting on Huntington's disease HD2008: The Milton Wexler Celebration of Life organized
by the Hereditary Disease Foundation, 2008, Boston, LISA.

HDAC4 Knock-down Improves HD Related Phenotypes in R6/2 Mice.
Aktywny udzial w miedzynarodowych i krajowych konferencjach naukowych (postery).
EHDN Plenary Meeting, 2018, Vienna, Austria.

Toczek, M., Zielonka, D.,Marcinkowski, J.T., Isalan, M., Smolenski, R.T., Mielcarek, M., An altered

metabolism of nucleotides leads to Huntington’s disease related cardiomyopathy.

Puch, A.,Witkowski, G., Isalan, M., Mielcarek, M., Zielonka, D.,A frequency of concomitant disorders

in presymptomatic Huntington's disease patients.
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Imperial Confidence in Concept Scheme, Imperial NIHR BRC/imperial Innovations Funds, and NIHR
BRC at The Royal Marsden and The Institute of Cancer Research Funds Researchfish Update
Meeting, 2017, London, UK

Agustin-Pavon, C., Mielcarek, M., Garriga-Canut, M., Isalan, M., A zinc finger based gene therapy for

Huntington’s disease — on the road to the clinic.
ERC Anniversary Event Research Showcase at ICL, 2017, London, UK

Agustin-Pavdn, C., Mielcarek, M., Garriga-Canut, M., Isalan, M., A zinc finger based gene therapy for

Huntington's disease — on the road to the clinic.
8" EHDN Plenary Meeting, 2014, Barcelona, Spain.

Mielcarek, M., Rattray, |., Osborne, G.F., Jolinon, N., Dick, J.R.T., Bondulich, M.K., Franklin, S.A.,
Benjamin, A.C., Goodwin, D., Lazell, H., Wood, T., Munoz-Sanjuan, I., Howland, D., Smith, D.L., Lee,
5.H., Greensmith, L., Bates, G.P., Myaostatin inhibition as a novel approach to targeting muscle

pathology in HD.

Mielcarek, M., Inuabasi, L., Bondulich, M.K., Muller, T., Osborne , G.F., Franklin, S.A., Smith, D.L.,
Neuder, A., Rosinski, J., Rattray, l., Protti, A., Bates, G.P., The CNS-heart axis is a source of cardiac

dysfunction in mouse models of Huntington’s Disease.
43" European Muscle Congress, 2014, Salzburg, Austria.

Mielcarek, M., Inuabasi, L., Bondulich, M.K., Muller, T., Osborne , G.F., Franklin, S.A., Smith, D.L.,
Neueder, A., Rosinski, J., Rattray, i, Protti, A., Bates, G.P., The CNS-heart axis is a source of cardiac

dysfunction in mouse models of Huntington’s Disease.

Mielcarek, M., Jolinon, N., Ahmed, M., Smith, D.L., Dick, 1.R.T., Greensmith, L., Bates, G.P., The R&6/2

mouse model of Huntington’s disease displays a denervation-like phenotype.
9™ Annual Huntington's Disease Therapeutics Conference, 2014, Palm Springs, USA.

Gelman' G., Kwan, M., Beaumant' V., Ghavami, A., Bates, G.P., Mielcarek, M., Smith, D.L., Tombaugh,
G., Enhanced striato-pallidal GABAergic neurctransmission in HD models: Reversal by genetic

knockdown of HDAC4 in zQ175 mice.

World Congress on Huntigton’s Disease, 2013, Rio de Janeiro, Brasil.
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Mielcarek, M., Landles, C., Weiss, A., Bradaia, A., Seredenina, T., Inuahasi, |., Wadel, K., Touller, C.,
Butler, R., Robertson, J., Franklin, S.A., Smith, D.L., Park, L., Marks, P.A., Wanker, E.E., Olson, E.N.,
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