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Ocena rozprawy doktorskiej

Pani mgr Karoliny Nizinskiej-Smolinskiej
p-t. ,,Rola bialka Mbd3 w proczsie epileptogenezy”

wykonanej w Pracowni Epileptogenezy Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego
Nenckiego PAN, pod kierunkiem Promotora. Pani Prof. dr hab. Katarzyny Lukasiuk

Ocena formalna

Oceniana dysertacja zostata opracowana w formie klasycznej skladajgcej sie ze
zwyczajowo przyjetych rozdzialow: Wstep, Cele i zalozenia pracy, Materiaty i Metody,
Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie, Wnioski i Pismiennictwo. Ponadto. dolaczono wykaz
najwazniejszych skrotow, streszczenia w Jezyku polskim i angielskim oraz materialy
dodatkowe zawierajace pelne listy gendw o ekspresji zmienionej w warunkach
eksperymentalnych opisanych w doktoracie. Rozprawa liczy 168 stron tekstu wzbogaconego
w liczne ryciny, tabele oraz material graficzny z badan mikroskopowych i immunobloty.
Konstrukcja pracy jest zgodna z obowigzujacymi wymogami ustawowymi dla oryginalnej
rozprawy doktorskiej.

W pracy wskazano zrédto finansowania badan - grant NCN OPUS
2015/19/B/NZ4/01401 zatytulowany .Rola MBD3 (methyl-binding  protein  3) w
epileptogenezie™.

Wedtug informacji zawartej w rozdziale Materialy i metody, procedury
eksperymentalne przeprowadzone na zwierzgtach uzyskaty zgode I Lokalnej Komisji
Etycznej do Spraw Dos$wiadczen na Zwierzetach w Warszawie (uchwaly nr 357/2017.
395/2017 oraz 838/2019).

Chee podkreslic, ze praca jest przygotowana bardzo starannie pod wzgledem
jezykowym, graficznym i redakcyjnym.

Ocena merytoryczna

Padaczka jest choroba. ktora towarzyszy czlowiekowi od zarania dziejow. Pierwsze
wzmianki o niej pochodza z najstarszych pism naszej cywilizacji - babilonskich, egipskich i
perskich. Przez stulecia choroba ta budzita niepokdj. uwazana byla za klatwe, kare i dowod
opetania, a chorzy na nig byli skazywani na nietypowe metody leczenia, (zeby wspomnie¢ tu



choéby egzorcyzmy czy upuszczanie krwi), z ktorych wiele stosowano jeszcze w poczatkach
XIX w.

Dzi$ w leczeniu padaczki dostepny jest caly wachlarz farmaceutykow, lecz mimo to
wcigz poznajemy nowe mechanizmy tej patologii 1 zmagamy si¢ z lekoopornymi postaciami
tej choroby. Wiemy, ze zmiany na poziomie komoérkowym i molekularnym zachodzace w
przebiegu epilepsji 1 procesu epileptogenezy sa wieloczynnikowe i dotycza aktywnosci
uktadéw neuroprzekaznikowych, funkcji receptorow i kanaléw, czynnikow wzrostowych i
zapalnych oraz ekspresji genow.

Cho¢ rozwdj nauki i medycyny zdjal odium tajemniczosci z tej jednej z najczescie]
wystepujacych choréb mozgu. chorzy na nia doznaja istotnego pogorszenia jakosci zycia i
nierzadko tez spolecznego wykluczenia. A zatem, temat podjety przez Panig mgr Karoling
Nizinska-Smolinska zawiera si¢ w bardzo waznym i aktualnym obszarze badawczym. ktérego
celem jest poznawanie molekularnych mechanizmow padaczki i ostatecznie - projektowanie
nowych, bardziej skutecznych terapii farmakologicznych, zwlaszcza takich. ktére umozliwia
leczenie lekoopornej postaci tej choroby.

W 20-sto stronicowym Wstepie, Doktorantka wprowadza czytelnika w zagadnienie
epilepsji, jej typéw 1 znanych dotychczas patomechanizmow komorkowych 1 molekularnych
tej choroby. Nastepnie opisuje najwazniejsze modele eksperymentalne stosowane w
badaniach nad padaczka. Duzo wuwagi poswigca Autorka szczegotowej analizie
epigenetycznych mechanizméw regulacji ekspresji genow w padaczce oraz roli kompleksu
NuRD i jego sktadowej. biatka Mbd3, w tym procesie.

Ta ciekawie napisana czgs¢ pracy. odwolujgca si¢ do aktualnych pozycji piSmiennictwa,
doskonale wprowadza czytelnika w trudne i wcigz malo poznane aspekty patomechanizmow
epilepsji, dobrze uzasadniajac podjeta tematyke rozprawy.

Mam tu jedynie kilka drobnych uwag:

- str. 23 — w mojej opinii, udzial astrocytdéw w epileptogenezie jest szerszy niz opisano.
Astrocyty pelnig w mozgu szereg istotnych funkcji. do ktorych naleza: zapewnienie
homeostazy energetycznej, wydzielanie gliotransmitteréw (w tym glutaminianu), regulacja
przeptywu krwi i stezenia jonow (szczegdlnie K'). jak rowniez regulacja funkcjonowania
bariery krew-mozg (BBB). Wedlug danych literaturowych. dysfunkcja astrocytow w
ktérymkolwiek z wymienionych zakreséw. pocigga za soba utrate ich protekeyjnej roli wobec
neurondw 1 moze mie¢ znaczenie w indukcji zmian padaczkowych (Verhoog i wsp.. 2020).

- str. 24. - Autorka pisze, ze w modelu padaczki wywolanej kwasem kainowym. albumina
przedostajaca si¢ przez uszkodzona BBB jest obecna w neuronach, gdzie moze indukowac
aktywno$¢ padaczkowa. Wedlug mnie. dla dopelnienia calo$ci obrazu, nalezatoby tu
wspomnie¢, ze ta sama albumina jest obecna w astrocytach, gdzie ma znaczgcy wplyw na
regulacje sygnalizacji wapniowej, na zmiany ekspresji gendéw oraz funkcji tych komdrek
(Weissberg 1 wsp., 2011: Weissberg i wsp.. 2015: Ivens i wsp.. 2007- ktérego zresztg cytuje
Doktorantka).

- str. 28 — na Rye. 3.2.2.1. w legendzie pod schematem napisano o przedostawaniu sig
czasteczek chloru do cytoplazmy neuronu. Oczywiscie chodzi o jony chloru CI°.

- brakuje informacji przy niektdrych rycinach we Wstepie, czy sa one efektem pracy
koncepcyjnej Doktorantki czy tez maja swoje odnosniki w literaturze?



Na tle literatury przedmiotu, wlasnej pracy badawezej oraz dotychczasowych dokonan
macierzystego Zespohu, w rozdziale Cele i zalozenia, Doktorantka stawia hipotezg badawczg.
ze biatko Mbd3. poprzez zmiany w regulacji ekspresji genow, uczestniczy w procesach
prowadzacych do zmniejszenia progu drgawkowego. Nastepnie formuluje 6 celow
szczegOlowych precyzujacych zakres planowanych badan, ktore obejmujg zaréwno badania in
vitro, jak i badania z uzyciem 2 zwierzecych modeli padaczki. Zaplanowano tutaj m.in.
zbadanie: wplywu drgawki na ekspresj¢ genu i biaka Mbd3, jak tez wplywu poziomu
ekspresji Mbd3 (zmniejszonego/zwickszonego) na prog drgawkowy w modelu drgawki oraz
na epileptogeneze w modelu rozniecania przy uzyciu pentylenotetrazolu (PTZ).

Biorge pod uwage nastepstwo czasowe kolejnych etapow pracy koncepcyjnej,
sugerowalabym zmiang kolejnosci wyrazow w tytule tego rozdziatu, (a wiec, Zalozenia i cele
pracy).

Postawione w dysertacji cele szczegétowe realizowano w starannie przemyslanym zestawie
eksperymentéw. przy pomocy szerokiej gamy narzedzi badawczych i nowoczesnych technik.
W tym m.in. sekwencjonowania nowej generacji.

Materialem biologicznym wykorzystanym w eksperymentach byly zardwno zwierzgla, jak i
pierwotne hodowle neuronéw korowych transfekowane wektorami wirusowymi
modyfikujacymi ekspresje biatka Mbd3.

W rozdziale Materialy i metody wyczerpujaco opisano zastosowane zwierzece modele
padaczki (tj. model drgawki ostrej i model rozniecania PTZ) oraz model wyladowan
epileptopodobnych in vitro. Dokladnie scharakteryzowano rowniez wirusy uzyte do
transfekeji oraz sposob ich podania w eksperymentach in vitro i in vivo. Opisano tez metody
analizy bioinformatycznej i funkcjonalnej bogatych danych transkryptomicznych
otrzymanych z eksperymentéw in vitro. Uznanie budzi szeroki warsztat metodologiczny, w
ktorym znalazly si¢ m.in. metody biochemiczne, immunochemiczne, mikroskopowe, analizy
molekularne i testy behawioralne.

Drobne niedociggniecia w tym rozdziale dotycza:

- braku calkowitej liczby zwierzat uzytych w ekspervmentach in vivo i in vitro

- braku referencji do modelu dawki ostrej i modelu rozniecania PTZ (str. 53, 54)

- braku referencji do punktacji reakcji szczura na bodziec stresowy (Tabela 3: str. 52). Czy
jest to ogdlnie przyjeta punktacja?

- W tescie MTT (str. 64) mierzono wartos¢ absorbancji powstalego barwnika a nie ..reakcje
kolorymetryczna™ jak pisze Doktorantka

- str. 65 — na szkielka wysiewano i wykonywano zdjecia komérek a nie hodowli, jak

napisano.

Otrzymane przez Doktorantke wyniki stanowia logiczne kontinuum wczeéniejszych badan
nad rolg biatka Mbd3 w epilepsji i procesie epileptogenezy. prowadzonych w Jej macierzystej
Pracowni. Pozyskala Ona szereg nowych, oryginalnych danych obrazujacych znaczenie
biatka Mbd3 w tych procesach. Po raz pierwszy wykazala m.in.. ze drgawki wywoluja
przejsciowa nadekspresje Mbd3 na poziomie biatka. ktora jest specyficznie obserwowana w
korze srodwechowej i ciele migdatlowatym. Zaobserwowala rowniez, ze obnizenie poziomu



tego bialka w modzgu zwierzat wykazuje dzialanie przeciwdrgawkowe, wydluzajac czas
latencji do wystgpienia drgawki toniczno-klonicznej, podczas gdy nadekspresja Mbd3 dziala
proepileptogennie. Ponadto wykazata, ze zmiany w eckspresji Mbd3 skutkuja zmianami
behawioralnymi zwierzat w postaci zaburzen reakcji lekowych.

Szczegolnie cenne w odniesieniu do aktualnych swiatowych trendow badawezych, sg
wedtug mnie wyniki eksperymentéw przeprowadzonych na modelu in vitro, gdzie dokonano
oceny zmian w ekspresji gendéw przy zmiennym poziomie Mbd3 zaréwno w warunkach
fizjologicznych. jak i w warunkach wyladowan epileptopodobnych. Po raz pierwszy
dokonano tak drobiazgowej analizy danych transkryptomicznych w tych warunkach i
wykazano potencjalne znaczenie wielu nowych grup genéw. kidre nie byly dotad badane w
kontekscie patologii padaczki. Dane te moga profilowaé nowe kierunki badan nad
molekulamymi mechanizmami epilepsji i rola Mbd3 w tej patologii.

Opis wynikow badan Doktorantka wzbogacila obszermym i dobrze przygotowanym
materialem graficznym a uzyskane wyniki koresponduja z zaplanowanymi celami pracy.

W rozdziale tym zauwazylam jedynie drobne niedociagniecie natury redakcyjne;:
- str. 72 — w legendzie do Ryc. 6.1.3. w zdaniu ..Poziom biatka Mbd3 w korze wechowe;j...”
brakuje frazy ., i ciele migdalowatym™.

Poniewaz analiza interesujacycli wynikow zawsze rodzi pytania i pobudza do
dyskusji, prositabym Doktorantk¢ o wyjasnienie czym kiecrowala sie przy wyborze
zwierzgeych modeli padaczki do swoich badan? Czy Jej zdaniem wybor modelu moze
determinowa¢ wyniki badan ekspresji i funk=ji biatka Mbd3. a wiec wplywaé na wnioski o
jego roli w epilepsji i epileptogenezie? (biorac pod uwage fakt. ze obserwowano specyficzne
dla modeli zmiany metylacji DNA, jak pisze Autorka we Wstepie na str. 37).

W rozdziale Dyskusja, Doktorantka udowadnia oryginalnos¢ i nowatorstwo swoich wynikow,
umiejetnie analizujac je w kontekscie aktualnych danych literaturowych. Jest to wedtug mnie
bardzo dobrze napisana czes¢ dysertacji. $wiadczaca o umiejetnosci glebokiej analizy
naukowej. Badania Doktorantki szczegélnie w czescei dotyczace] analizy transkryptomicznej
zaowocowaly przeciez ogromna liczba denych, czgsto nielatwych do interpretacii.

Jedynie fragment dyskusji dotyczacy zmian morfologicznych obserwowanych w neuronach
mozgow zwierzgt transfekowanych wirusem kontrolnym oraz wirusem z obnizonym
poziomem Mbd3 pozostawil we mnie lekki niedosyt.

Zgrubienia wypustek neurondéw przypominajace tzw. ..zylakowatosci™ wystepujace u

0s0b po urazie mozgu czy u chorych na chorobe Alzheimera, Doktorantka interpretuje jako
efekt stresu wywotanego nadmierna produkcja wirusa w komérce. Czym tlumaczy sie
wystepowanie takich zgrubien w przywolanych przez Doktorantke patologiach mézgu?
Czy zdaniem Doktorantki mozliwe jest aby niedobdr biatka Mbd3 miat jakikolwiek wplyw na
powstawanie tego rodzaju zmian? Pytanie takie rodzi sie szczegdlnie w s$wietle danych
wskazujgcych na zaburzenia w rozgalezieniu dendrytow u myszy pozbawionych genu dla
biatka MeCP2, ktére podobnie jak Mbd3, nalezy do rodziny biatek MBD. Zwiazek pomiedzy
obydwoma bialkami. cho¢ jedynie w warunkach nadekspresji Mbd3. Doktorantka wykazata w
swoich badaniach (zmiany genow regulowanych przez biatko MeCP2 w skupieniu 8 w Tabeli
13).



Doktorantka podsumowuje swoje obserwacje w pieciu krotkich punktach. W mojej opinii,
zdania zawarte w Podsumowaniu sa zbyt lakoniczne. a pkt 5 zawiera tozsamg tres¢ co
wniosek nr 3. Rozdziat ten zyskalby na znaczeniu poprzez rozszerzenie i uszczegolowienie
jego tresci. W konicowym rozdziale dysertacji, Doktorantka formutuje cztery prawidlowe
wnioski. odpowiadajace na postawione cele, z ktorych wynika m.in.. ze biatko Mbd3
wykazuje dzialanie proepileptyczne, regulujgc ekspresj¢ wielu genow zaangazowanych w
mechanizmy epileptogenne. w sposob specyficzny dla czasu i stanu neuronow.

Podsumowujac. otrzymane przez Doktorantke nowe i oryginalne wyniki wskazuja na
znaczacy udziat bialka Mbd3 w patologii padaczki, istotnie wzbogacajac dotychczasowy stan
wiedzy w tym obszarze. Pragne zaznaczy¢, ze moje uwagi w najmniejszym stopniu nie
obnizaja wysokiego poziomu tej dysertacji. Zaréwno dobrze przemyslana koncepcja pracy,
szeroki zakres zaprojektowanych przez Doktorantke eksperymentow, jak tez sposéb
przedstawienia wynikow i ich dyskusja. swiadcza o dojrzalosci naukowej jej Autorki i w pehni
uzasadniajg bardzo wysoka oceng.

Stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa catkowicie spetnia warunki
okreslone w art. 187 Ustawy z dn. 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie WyZszym i nauce
(Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630) i wnioskuje¢ do Rady Naukowej Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. Marcelego Neneckiego PAN w Warszawie o dopuszczenie Pani mgr
Karoliny Nizinskiej-Smolinskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego, wnoszac
Jednoczesnie o wyréznienie rozprawy.,

W' uzasadnieniu wniosku o wyréznienie, chee podkresli¢c nie tylko wysoka wartos¢
poznawczg badan nad udzialem biatka Mbd3 w patomechanizmach epilepsji i epileptogenezy,
ale rowniez ich potencjalna wartos¢ translacyjna. Badania Doktorantki WNoszg nowy, szeroka
wiedzg, ktora stanowi mocna podstawe do dalszych badan nad Mbd3 Jako komorkowym
punktem uchwytu dla nowych terapii. W ten sposob, wpisuja sie one nie tylko w bardzo
aktualne trendy badawcze, ale réwniez w potrzeby zdrowotne spotfeczenstwa w zakresie
leczenia epilepsji.

Prof. dr hab. Lidia Struzynska
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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Karoliny Nizinskiej - Smolinskiej pod tytulem: ,,Rola bialka
Mbd3 (methyl-binding protein 3) w procesie epileptogenezy”

Rozprawa doktorska Karoliny Nizinskiej - Smolinskiej zostala wykonana w Pracowni
Epileptogenezy, Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie.
Promotorem tej rozprawy jest Prof. Dr hab. Katarzyna Lukasiuk. Badania byly finansowane
przez Narodowe Centrum Nauki, grant nr 2015/19/B/NZ4/01401.

Padaczka i napady drgawkowe s3 jednymi z najczg¢stszych zaburzen neurologicznych.
Postep w leczeniu tej choroby zwiazany z wdrozeniem wielu nowych lekéw
przeciwdrgawkowych, leczenia dietetycznego (stosowanie diety ketogennej) jak rowniez
metod zabiegowych jest niewatpliwy i pozwolil na uwolnienie od napadéw wielu pacjentow.
Niemniej u pewnego odsetka pacjentdw nie udaje si¢ osiagna¢ pelnej kontroli napaddow.
Wydaje sie. ze przyczyna tego stanu rzeczy jest nie w pelni poznana ctiologia drgawek i
napadow padaczkowych. Przedstawiona do recenzji rozprawa podejmuje zagadnienie
znaczenia zmian w ekspresji bialka MBD3 w patogenezie napadéw drgawkowych oraz w
epileptogenezie z wykorzystaniem przedklinicznego modelu drgawek rozniecanych jak
rowniez dreawek ostrych wywolanych podawaniem pentylenetetrazolu (PTZ).

Praca doktorska liczy 168 stron i ma klasyczny uklad. Sklada si¢ z nast¢pujacych
czesci: streszezen (w jezyku polskim i angielskim), wstg¢pu, celu pracy, opisu uzytych
materialow 1 zastosowanych metod, wynikow, dyskusji, podsumowania, wnioskow,
pismiennictwa oraz spisu rycin i tabel. Procedury cksperymentalne uzyskaly akeeptacje
Lokalnej Komisji Etycznej - uchwala numer: 357/2017, 395/2017 oraz 838/2019.

Wstep zostal podzielony na 3 gléwne podrozdzialy, w ktorych Doktorantka wykazujae
duzy wiedze om6wila mechanizmy powstawania napaddw padaczkowych, eksperymentalne
modele drgawek i padaczki z uwzglgdnieniem zmian neuroplastyeznyeh oraz modytikacje
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epigenetyezne w regulacji ekspresji gendw zwigzane z padaczka. Wstep jest napisany
wyczerpujaco i stanowi dobre uzasadnienie do podjetego tematu badas. Nawiazuje tez do
najnowszego pismiennictwa zwigzanego z tematem.

Doktorantka nie ustrzegla si¢ w tej czgsci rozprawy pewnych usterek np. BLA
(basolateral amygdaloid nucleus) to jadro podstawno-boczne ciala migdalowatego a nie
podstawno-boczne cialo migdalowate, jadro podstawno-boczne posterior, to czgéé .tylna™ a
nie ,tylnia” jadra podstawno-bocznego, podobnie w przypadku opisu jader srodkowych,
dUTP to wedlug opisu tylko fosfataza, NaCL to nie jest sél fizjologiczna tylko chlorek sodu,
jak rozumiem Doktorantka miala na mysli roztwér fizjologiczny soli kuchennej (lub chlorku
sodu) czyli 0,9% roztwér NaCl.), drgawki zgencralizowane to nic innego jak drgawki
uogolnione. Warto takze wspomnieé o fakcie, ze padaczka to nie tylko napady dreawkowe,
dlatego definicja podana we wstegpic nie jest precyzyjna, podobnie kryteria rozpoznania
padaczki. Stosowanie liczby pojedynczej do epizodu drgawek tzn. ,drgawka”, pomimo
istnienia takiego pojecia w slownikach jezyka polskiego jest niezreczne. W zasadzie
wigkszos¢ dostgpnego polskiego pismiennictwa posluguje sie pojeciem ..drgawki™. W samym
wstepie akapit dotyczacy mechanizméw pojawiania sie drgawek pojawia si¢ dwukrotnie w
niemal identycznym brzmieniu. W proponowanym przez Doktorantke podziale stosowanych
modeli drgawek, nalezy zwroci¢ uwage, ze tzw. modele przewlekle ze spontanicznymi
drgawkami s3 to modele drgawek wystgpujace w nastepstwie stanu padaczkowego
wywolywanego podaniem pilokarpiny lub kwasu kainowego co warto uwzgledni¢ w opisie,
zabraklo takze bardziej szczegdlowego opisu tych modeli. Jako jedng z czestych przyczyn
padaczki skroniowej Doktorantka wymienia uszkodzenia ciala migdalowatego (jednostronne
lub obustronne). Uszkodzenie obustronne cial migdalowatych jest raczej rzadkim i
nietypowym zjawiskiem w padaczce skroniowej w klinice, znacznie cze¢sciej obserwuje sig
uszkodzenie struktur hipokampa co warto podkresli¢ w odpowiednim fragmencie wstgpu. W
tekscie znajdujemy takze znicksztalcenia typu ,konserwowana C-koncowa domena”
wynikajace zapewne z autokorekty tekstu ale wskazana jest uwazne przeanalizowanie tekstu
rozprawy pod tym katem. Fragment wstgpu dotyczacy omowienia dostepnych danych
odnoszgeych sig do roli bialka Mbd3 w padaczce jest nieco zbyt skrotowo potraktowany
zwlaszeza w kontekdcie dos¢ szczegdlowego opisu kompleksu NuRD czy metylacji DNA.
Podsumowujgc pomimo wspomnianych powyzej, pewnych niewielkich niedoskonalosci.
wstgp jest napisany wyczerpujgco, odwoluje si¢ do najnowszych pozycji pismiennictwa a
takze wskazuje na Juki w obecnym stanic wiedzy tym samym uzasadniajac wybdr tematu
rozprawy.

Celem badan bylo zbadanie znaczenia bialka Mbd3 w kontekseie reakeji na napady
drgawkowe a takze wplywu obnizenia i podwyzszenia poziomu bialka Mbd3 na prog
drgawkowy oraz epileptogenezg. Oceniano takze wplyw Mbd3 na ekspresje gendw w
warunkach in vitro.

Mectodyka badan jest adekwatna do przyjetych celéw, co ma znaczenie dla realizacji
celu pracy jak i uzyskania wiarygodnych wynikow. Wybor metod badawezych, jak réwniez
sposob przeprowadzonych doswiadezen nie budzi zastrzezen. Rozprawa zwraca uwage
bardzo bogaty, nowoczesny i zroznicowang metodyky, co zasluguje na  szezegdlne
wyr6znienic a ponadto stanowi bardzo dobry prognostyk dla dalszej kariery naukowej
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Doktorantki. Niemnicj wydaje sig, z¢ w sekeji materialy warto byloby podaé liczbe zwierzat
wykorzystany w badaniach (chociaz péZniej grupy sg wlasciwie opisane). Ponadto, moim
zdaniem kolejnosé testow behawioralnych moze budzi¢ pewng watpliwosé, poniewaz test
reakeji na bodziee stresowy jest jednak bardziej stresujgcy niz test otwartego pola. PTZ w
0,9%NaCl si¢ rozpuszeza a nie zawiesza jak twierdzi Doklorantka. W skali Racine’a warto
uwzglednia¢ wspigeia, pojawiajgce si¢ na bardziej zawansowanym etapie drgawek. Badanie
poziomu RNA przeprowadzano w lewej polkuli. Czy zmiany w poziomie RNA sg identyczne
dla obu polkul, czy istnicje ryzyko, ze pomiary te w prawej polkuli dalyby inne wyniki?

Wyniki badain zostaly podziclone na 7 podstawowych podrozdzialéw opisujacych:
wplyw drgawek na ckspresje genu Mbd3 oraz poziom bialka Mbd3 in vivo, dzialanie
wiruséw zastosowanych w cclu obnizenia ekspresji i nadekspresji Mbd3 in vitro i in vivo,
wplyw obnizenia ckspresji genu Mbd3 oraz zmniejszenia poziomu bialka Mbd3 na
zachowanic zwierzat i prog drgawkowy in vivo, wplyw nadekspresji genu Mbd3 oraz
zwigkszenia poziomu bialka Mbd3 na zachowanie zwierzat i prog drgawkowy, wplyw
obnizenia ekspresji Mbd3 na epileptogeneze w modelu rozniecania przy uzyciu PTZ, wplyw
nadekspresji Mbd3 oraz wzrostu poziomu bialka Mbd3 na epileptogenez¢ w modelu
rozniecania przy uzyciu PTZ, wreszcie wplywu nadekspresji Mbd3 na ekspresje gendéw w
modelu wyladowan epileptopodobnych in vitro.

Sckcja wyniki nie budzi istotnych zastrzezen, zwraca uwage staranna szata graficzna
prezentowanych wynikdw. Niemniej nasungly mi si¢ pewne watpliwosci.

W wyniku podania PTZ w dawce 55 mg/kg, ktore wywolal ostry napad drgawek nie
stwierdzono zmian w poziomic mRNA w badanych rejonach mézgu. Zaobserwowano wzrost
poziomu bialka Mbd3 w korze srédwechowej 1 amygdala po 4 h od napadu drgawek, bez
istotnych zmian po 8, 24 i 48 godzin. Czym mozna tlumaczyé¢ brak zaleznosci pomigdzy
poziomem mRNA i bialkiem?

Ponadto, u zwierzat z wyindukowanym deficytem bialka Mbd3 w testach
behawioralnych stwicrdzono, brak réznic z grupa kontrolng w zakresie testow elevated plus
maze 1 w reakcji na bodziec stresowy. W tescie otwartego pola zaobserwowano skrocenie
czasu przebywania w centrum pola co sugerowac by mogto pewien efekt prolekowy.
Niemniej brak roznic w tescie EPM wskazuje, e efekt ten jest niewielki. W tescie otwartego
pola zabraklo mi przedstawienia poza czasem przebywania w sektorach otwartego pola
okreslenia dystansu w poszczegolnych sektorach, natomiast oba wykresy pokazujace czas w
zewnetrznym i wewnetrznym sektorze sg bardzo zalezne od siebie (np. spadek czasu w
zewnetrznym sektorze automatycznie da zwigkszenie czasu w wewngtrznym sektorze).

Obnizenie poziomu bialka Mbd3 spowodowalo natomiast nieistotne zmniejszenie
odsetka zwierzat z drgawkami 4-5 stopnia (toniczno-klonicznymi) u 3 zwierzat na 10 oraz
widoczne wydluzenie czasu do wystgpienia drgawek toniczno-klonicznych. Ten element
danych jest nieco dla mnie nicjasny. Na rycinie 6.3.2.1.C widzimy, ze 3 zwierz¢ta nie
osiggnely napadéw toniczno-klonicznych natomiast na rycinie 6.3.2.1.B prezentujacej
latencje do drgawek toniczno-klonicznych jest uwzglednione 10 zwierzat (czyli wszystkie).
Wydaje sig, ze wspomniane 3 zwierzgt z ryciny C, kiore nic osiggnely drgawek 4/5 stopnia
nie powinny byé uwzgledniane w ocenie latencji do drgawek toniczno-klonicznych.
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Analiza behawioralna wplywu nadekspresji Mbd3 wykazala niewiclki efekt
przeciwlckowy (wydluzenie przebywania w wewnetrznej strefic areny). Pozostale testy
behawioralne podobnie jak u zwierzat z deficytem MBd3 nie wykazaly roznic. Nie wykazano
takze wplywu na drgawki ostre wywolane przez PTZ.

Testy behawioralne sluzace ocenie wplywu obnizenia ckspresji Mbd3 i poziomu
bialka Mbd3 na zachowanie byly przeprowadzone dwukrotnie. Raz poprzedzaly podania PTZ
na ostro, drugi raz procedure rozniecania. O ile wyniki doswiadczen behawioralnych sg
spojne, to jaki byl powdd powtarzania tych samych doswiadczen w tych dwoch ukladach
cksperymentalnych? Czy powodem bylo przetestowanie wplywu implantacji elektrod na
zachowanie?

Przeprowadzono takze analiz¢ wplywu obnizenia poziomu Mbd3 na szybkosé
rozniecania drgawek. Nie zaobserwowano istotnych réznic w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Z kolei podwyzszenie poziomu bialka Mbd3 skutkowalo istotnymi zmianami ¢ w
procesie rozniecania (wicksza intensywnosé¢ drgawek po 4 i 5 podaniu leku) jednakze, efekt
ten byl przejsciowy i poczawszy od 5 stymulacji do 9 stymulacji nie zaobserwowano
istotnych réznic miedzy grupami. Niejasne jest dla mnie liczba iniekcji PTZ w procedurze
rozniecania oraz maksymalna liczba iniekcji. Wykres przedstawiajacy przebieg rozniecania
obejmuje 10 sesji jednakze z innych rycin wynika Ze sesji bylo wigcej np. liczba sesji do
osiagniccia napadéw 4/5 stopnia wynosila w niektérych przypadkach ponad 30. Konieczne
jest przedstawienie odpowiednich zestawien, podobnie jak aktualizacja wykreséw przebiegu
rozniecania bez ograniczenia do 10 sesji.

Rozprawe konczy dyskusja, w ktorej Doktorantka konfrontuje uzyskane wyniki z
danymi pochodzacymi z aktualnego pismiennictwa. O ile dane z pismiennictwa sa
zaprezentowane wyczerpujaco to pewien niedosyt pozostawia interpretacja wlasnych
wynikéw. Wiecej miejsca moim zdaniem nalezaloby poswiecié na analize potencjalnych
przyczyn lezacych u podstaw obserwowanych zmian. W chwili obecnej Doktorantka
skoncentrowala si¢ raczej na omawianiu mechanizméw zidentyfikowanych w analizie
bioinformatycznej, ktére wiaza sie z dzialaniem bialka Mbd3. Nie jest jasne, ktory
mechanizm albo mechanizmy Doktorantka uwaza za najbardziej prawdopodobny z punktu
widzenia skutkéw obnizenia lub podwyzszenia bialka Mbd3.

Na podstawie uzyskanych danych Doktorantka sformutowala cztery wnioski. Wnioski
zaprezentowane przez Doktorantk¢ sg daleko idace. Szczegélnie wplyw nadekspresji na
szybkosé rozniecania byl przejsciowy (dotyczyt tylko dwoch punktow czasowych) a wplyw
na inne parametry byl umiarkowany. Moim zdaniem jednoznaczne okreslenie roli bialka
Mbd3 w epileptogenezie zdecydowanie wymaga dalszych badan.

Podsumowujgc, nalezy stwierdzi¢, ze pewne niedoskonalosci zidentyfikowane w
pracy nie umniejszajg jej wartosci. Na szczegélne uznanie zastuguje warsztat naukowy i
zastosowana metodologia badan. Poszczegélne etapy badan logicznie nastgpowaly po sobie i
obejmujac zaréwno badania bahawioralne, molekulame i bioinformatyczne.

Rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630)" 1
wnioskuje zatem o dopuszczenie doktorantki mgr Karoliny Nizifskiej-Smolifskicj do
dalszych etapéw postepowania w sprawic nadania stopnia doktora.
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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
Mgr Karoliny Nizinskiej-Smolinskiej

pt. ,Rola bialka Mbd3 w procesie epileptogenezy”

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA ROZPRAWY

Rozprawa doktorska mgr Karoliny Nizinskiej-Smolinskiej powstata pod kierunkiem
prof. dr hab. Katarzyny bLukasiuk w Pracowni Epileptogenezy Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk w Warszawie. Fundusze na
badania pochodzity z kierowanego przez Panig Promotor, a finansowanego przez Narodowe
Centrum Nauki, grantu OPUS (2015/19/B/NZ4/01401) pt. ,,Rola MBD3 (methyl-binding
protein 3) w epileptogenezie”.

Rozprawg stanowi 168-stronicowe opracowanie z wyodrgbnionymi rozdziatami, takimi
jak: Wykaz Skrotow, Streszczenie, Summary (tj. streszczenie w j. angielskim), Wstep, Cele
| Zatozenia Pracy, Materialy i Metody, Wyniki, Dyskusja, a takze Podsumowanie, Wnioski
i Bibliografia. Spis pis$miennictwa zacytowanego w rozprawie zawiera ponad 210 publikaciji,
gldwnie anglojezycznych i z ostatnich lat, co dowodzi zaznajomienia si¢ przez Doktorantke
Z najnowszg literaturg fachowa. Struktura pracy odpowiada obowigzujacym standardom,
a Streszczenie przedstawia najwazniejsze wyniki badan w przejrzysty sposob.

Tematyka podjeta w rozprawie doktorskiej obejmuje problematyke epileptogenezy
w kontekscie dosy¢ malo jeszcze poznanego biatka zaangazowanego w metylacje DNA, jakim
jest MBD3 (ang. methyl-CpG-binding domain protein 3). Najnowsze badania wskazuja na
znaczenie tego biatka w powstawaniu drgawek przy udziale metylotransferazy DNMT1
i hipermetylacji genu kodujagcego TREM2 (ang. triggering receptor expressed on myeloid cells
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2) w miejscu cg25748868, a takze dzieki zahamowaniu szlaku kinaz PI3K/Akt (Wang i wsp.
2021, Neurochem Res). Narazenie myszy na czynnik neurotoksyczny w postaci chlorku glinu
I wywotane tym upo$ledzenie proceséw poznawczych i pamigci probuje si¢ tlumaczy¢
zmianami w poziomie biatek MBD (Ikram i wsp. 2021, Biol Trace Elem Res). Dowiedziono,
ze kompleks zawierajacy biatko MBD3 wptywa na proliferacje komoérek progenitorowych
neurondow i ich réznicowanie; obnizony poziom MBD3 sprzyja neurogenezie, a jego
nadreprezentacja hamuje réznicowanie komorek w neurony (Moon i wsp. 2017, PLoS Biol).
Publikacja zespotu Pani Prof. Katarzyny Lukasiuk z 2016 r. (Bednarczyk i wsp. Sci Rep)
opisuje po raz pierwszy zmiany W poziomie biatka MBD3 obserwowane w zwierzecym
(szczur) modelu padaczki skroniowej.

Z uwagi na nieliczne doniesienia nt. roli pelnionej przez biatko MBD3 w ukladzie
nerwowym, w tym réwniez w procesie epileptogenezy, uwazam temat przedtozonej rozprawy
doktorskiej za wysoce oryginalny. Zwazywszy ze badania Autorki rozprawy obejmuja

modelowanie choroby, warto$¢ translacyjna przedstawionych badan jest bezsporna.

MERYTORYCZNA ANALIZA ROZPRAWY

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska jest probg identyfikacji mechanizmow, za
posrednictwem ktorych:

. podczas drgawek zmienia si¢ poziom biatka MBD3 i kodujacego je genu,
a biatko MBD3:

ii. zmienia prog drgawkowy w szczurzym modelu drgawek wywotanych

pentylenetetrazolem (PTZ) tj. w modelu ostrego napadu drgawkowego,
iii. oddziatuje na epileptogeneze w modelu rozniecania przez PTZ,

iv. reguluje geny w modelu wytadowan epileptopodobnych in vitro.

Postawiona przez Doktorantke hipoteza badawcza zaktada, Zze poprzez regulacje
ekspresji genéw biatkko MBD3 zmniejsza prog drgawkowy. W tym miejscu zabrakto jednak
sugestii o jakie geny moze chodzic.

W celu zweryfikowania powyzszej hipotezy Doktorantka zastosowata zwierzecy model
drgawki ostrej indukowanej przez PTZ, zwierzgcy model rozniecania drgawek przy uzyciu PTZ
oraz komoérkowy (neurony kory mozgowej) model wyladowan epileptopodobnych.
Wykorzystata réwniez szereg procedur stuzacych obnizeniu lub zwigkszeniu ekspresji Mbd3
w badaniach invivo i in vitro (m.in. domo6zgowa iniekcja wirusow z sekwencja szczurzego genu

Mbd3, transfekcja komoérek w hodowli). Zastosowane uktady badawcze, analizy i pomiary



posiadajg wtasciwe kontrole i uktady odniesienia, co dowodzi rzetelnego przygotowania
Doktorantki do prowadzenia badan. Imponujacy jest zwlaszcza wachlarz metod - od
modelowania drgawek, ich rejestracji i testow behawioralnych, poprzez pomiary poziomu
mRNA i biatek oraz barwienia immunofluorescencyjne, az po najbardziej wyrafinowane
sekwencjonowanie nowej generacji (NGS) wsparte analizami danych transkryptomicznych.
Wprawdzie rozdzial Materialy i Metody zawiera zazwyczaj szczegdlowy opis
przeprowadzonych doswiadczen, rozdziat 5.2.11.3 — Transfekcja komorek neuronalnych jest
wyjatkowo lapidarny. Brakuje w nim m.in. podstawowej informacji o stezeniu materiatu
transfekcyjnego w celu zwigkszenia ekspresji genu Mbd3 w szczurzych neuronach moézgu
w hodowli in vitro. Watpliwos$ci budzi trafnos¢ tytutu rozdziatu 5.2.7.3, w ktorym okreslenie
,Elektroforeza biatek - metoda Western Blot” sugeruje, ze ww. metoda sprowadza si¢ do
elektroforetycznego rozdziatu bialek. Ten tytul jest tym bardziej niefortunny, poniewaz
rozdziat zawiera odrgbne podrozdziaty przedstawiajace istot¢ metody, w tym 5.2.7.3.3 —
Rozdzial elektroforetyczny na zelu poliakrylamidowym oraz 5.2.7.3.4 — Transfer biatek na
membrang nitrocelulozowg. Pragng réwniez podkres§lic, ze w mys$l obowiazujacej
nomenklatury nazwa biatka MBD3 powinna by¢ pisana wytacznie z duzych liter. W przypadku
gendow obowiazuje kursywa, przy czym gen wystepujacy u czlowieka nalezy pisa¢ duzymi
literami, a pisownia genu wystepujacego u pozostatych ssakow wymaga tylko duzej pierwszej
litery. Niestety, w rozprawie pisownia biatka MBD3 i genu Mbd3 nie zawsze jest poprawna.
Zmiany w poziomie metylacji DNA uwazane s3 od niedawna za prognostyk zaburzen
i chorob uktadu nerwowego, z chorobg Alzheimera, udarem niedokrwiennym i padaczka
wlacznie. Ostatnio, w oparciu o ogdlnie dostepne biblioteki metylacji DNA udato si¢ stworzy¢
wzorzec/sygnature metylacji genu KMT2D zwigzanego z zespotem Kabuki (Hildonen i wsp.
2023, Clin Genet), co potwierdza diagnostyczng warto$¢ tego parametru. Metylacja DNA jest
podstawowym mechanizmem epigenetycznym, ktory wspolnie z potranslacyjnymi
modyfikacjami histonéw i nickodujgcymi czgsteczkami RNA reguluje ekspresj¢ gendw i w ten
sposob wplywa na roznicowanie komorek i rozwdj. Metylacja promotora genu wigze si¢
najczesciej z zahamowaniem/represja transkrypcji. Mimo iz hipermetylacja genu prowadzi
zazwyczaj do jego wyciszenia, a hipometylacja aktywuje transkrypcje, od tej zasady sa wyjatki.
Okazato si¢ bowiem, ze promotor genu z nielicznymi wyspami CpG jest podatny na metylacje,
natomiast promotor genu zawierajacy wiele wysp CpG metylacji unika (Chatterjee and Vinson,
2012, Biochim Biophys Acta). Jest to jeden z powodéw, dla ktoérych pomiar poziomu metylacji

poszczegolnych gendéw probuje si¢ uzupelni¢ pomiarem globalnej metylacji DNA oraz



okresleniem ekspresji 1 funkcji czynnikéw, ktore reguluja metylacje DNA, w tym biatka MBD3
stanowigcego obiekt badan Autorki rozprawy.

Obecnie farmakoterapia padaczki polega glownie na leczeniu objawowym, czego
skutkiem jest wysoki odsetek pacjentow bez kontroli napadow. Co wigcej, wielu chorych
wykazuje lekoopornos¢. Rosnaca liczba przypadkow choroby jest ttumaczona coraz czestszym
wystepowaniem wariantow genoéw zwigzanych z funkcjami epigenetycznymi, wsréd ktorych
wymienia si¢ geny kodujace metylotransferazy DNA, DNMT1 i DNMT3A. Dotychczas udato
si¢ wykazac, ze u ludzi cierpigcych na padaczke skroniowg wystepuje podwyzszona ekspresja
genu DNMT (Zhu Q, i wsp. 2012, J Mol Neurosci), a obnizenie poziomu biatek DNMT hamuje
metylacje DNA i epileptogenez¢ w modelach zwierzecych (Miller-Delaney i wsp. 2012,
J Neurosci). Z najnowszych badan wynika, ze u chorych na lekooporng padaczke skroniowa
wystepuja zmiany w poziomie metylacji genow (m.in. SHANK3, SBF1, and MCF2L), przy
czym dotycza one przede wszystkim kory moézgowej, a w mniejszym stopniu obszarow
hipokampa i ciala migdatowatego (Sanchez-Jiménez i wsp. 2023, Mol Neurobiol). Z tego
wzgledu postuluje si¢, ze sukces terapeutyczny moga przynie$¢ leki oddzialujace w sposob
selektywny na metylacje DNA specyficznych genow, ktorych identyfikacja stanowita jeden
z celow ocenianej rozprawy.

Rozprawa zostata opatrzona obszernym Wstepem, ktory dzigki informacjom nt. takich
zagadnien jak padaczka, eksperymentalne modele drgawek i1 padaczki oraz modyfikacje
epigenetyczne w regulacji ekspresji genéw wprowadza czytelnika w tematyke badan.
Wprawdzie Autorka rozprawy wspomina o0 okoto 20 lekach przeciwpadaczkowych, ale
zadnego z nich nie wymienia z nazwy.

Wyniki badan zostaty przedstawione w formie wykreséw (30) i tabel (13), a takze zdje¢
z mikroskopu fluorescencyjnego (9) i przyktadowych zdje¢ rozdziatu biatek metoda western
blot (2). Przebieg doswiadczen zostat zilustrowany 4 schematami. Opracowanie zawiera takze
Materialy dodatkowe z 6 tabelami z wykazem gendéw o zmienione] ekspresji wywolanej
indukcja wyladowan epileptopodobnych w hodowli neuronéw in vitro. Wykazy genoéw
dotyczyly neurondw bez transfekcji, neurondw poddanych transfekcji wirusem kontrolnym
oraz neurondéw z nadekspresja genu Mbhd3.

W nawigzaniu do hipotezy i celéw badawczych, wyniki uzyskane przez Doktorantke

mozna podsumowac w nastgpujacy sposob:

1. W wyniku drgawek wywotanych pentylenetetrazolem (PTZ) w korze $§rodwechowe;j

I ciele migdatowatym szczura ro$nie poziom biatka MBD3, co jest efektem



przejsciowym (tylko 4 godziny po wystgpieniu drgawki) i1 specyficznym dla
wymienionych struktur moézgu (nie wystgpuje w hipokampie 1 korze

somatosensorycznej).

. Obnizenie lub podwyzszenie ekspresji Mbd3 poprzez inickcj¢ odpowiedniego wektora
wirusowego do obszaru ciala migdatlowatego w moézgu szczura zmienia zachowanie
mierzone testem otwartego pola. Zwierzeta z obnizong ekspresja przebywaja dtuzej w
zewnetrznej strefie areny a krocej w strefie wewnetrznej. Zwierzeta z nadekspresja
przebywaja krocej w zewnetrznej strefie areny a dtuzej w strefie wewnetrznej. W tescie
reakcji na bodziec stresowy 1 tescie uniesionego labiryntu krzyzowego nie
zaobserwowano réznic behawioralnych migdzy zwierzetami ze zmieniong ekspresja

Mbd3 a zwierzgtami kontrolnymi.

Szczury z obnizong ekspresja Mbd3 wykazuja wydtuzony czas latencji do wystapienia
drgawki toniczno-klonicznej w modelu ostrego napadu drgawkowego wywolanego

przez PTZ .

Szczury z nadekspresja Mbd3 charakteryzuje przys$pieszona epileptogeneza w modelu

rozniecania przez PTZ, co stwierdzono w 4. i 5. sesji rozniecania.

. Wytadowania epileptopodobne indukowane niedoborem Mg?* w neuronach Kkory
moézgowej w hodowli in vitro zmieniajg (w wigkszosci hamuja/obnizajg) ekspresje 25
genow zwigzanych z glikozylacja, aktywacja receptora dla kwasu kainowego oraz

fosforylacja biatek.

. Transfekcja neuronéw w hodowli in vitro wirusem kontrolnym, a nastgpnie indukcja
wyladowan epileptopodobnych zmienia ekspresj¢ 49 gendw zwigzanych

z funkcjonowaniem kanatow potasowych.

. Transfekcja neuronéw w hodowli in vitro wirusem do nadekspresji Mdb3, a nastepnie

indukcja wyladowan epileptopodobnych obniza ekspresje 2 genow tj. Foxcl i Tm6sfl.

. Podczas wyladowan epileptopodobnych w komorkach z nadekspresja Mbd3, dla
ktorych uktadem odniesienia sg komorki transfekowane wirusem kontrolnym,
zaobserwowano zmiany w poziomie ekspresji: 40 genow zaangazowanych gtéwnie
w szlak sygnatowy NOTCH (2 godz. po indukcji wyladowan), 2 gendéw
zaangazowanych w aktywacje¢ kinaz (6 godz. po indukcji wytadowan), a takze 17 genow
wptywajacych na metabolizm steroidow i fruktozy oraz na aktywacje kinaz (24 godz.

po indukcji wytadowan).



9. Analiza funkcjonalna danych transkryptomicznych wykazata, ze nadekspresja genu
Mbd3 w neuronach kory moézgowej w hodowli in vitro spowodowata zmiany
w ekspresji: I. gendw zwigzanych z NOTCH, IGF-1, biosynteza i metabolizmem
fruktozy, a takze metabolizmem hormonoéw steroidowych, co stwierdzono w warunkach
fizjologicznych oraz po indukcji wytadowan epileptopodobnych. ii. genow zwigzanych
m.in. z kanatami potasowymi i GABAB, co stwierdzono w warunkach fizjologicznych.
Iii. genow zwiazanych z receptorami FGFR1, FGFR2 1 IGF1R, szlakami sygnatlowymi
kinazy PI13K i reliny, co jest specyficzne dla wytadowan epileptopodobnych.

Wielka szkoda, ze zawarte w rozprawie podsumowanie wynikow badan jest nad wyraz
lakoniczne, co nie stuzy podkresleniu warto$ci dokonanych odkry¢ i stoi w kontrze do ogromne;j
liczby testow, pomiaréw i analiz wykonanych przez Doktorantkg. Jest to tym bardziej
niezrozumiate, poniewaz Dyskusja poprzedzajaca Podsumowanie zostata napisana w sposob
klarowny i spojny, z uwzglednieniem najnowszych publikacji i wnikliwa analizag wiasnych
oryginalnych wynikow. Nie ukrywam, ze oczekiwatam przynajmniej schematu, ktory bytby
ilustracja najwazniejszych wynikow uzyskanych przez Autorke rozprawy. Wnioski wysnute na
podstawie przeprowadzonych doswiadczen, aczkolwiek ostrozne, sa adekwatne do celow
i zalozen pracy.

Odno$nie zwierzat z wywotang eksperymentalnie nadekspresja Mbd3/MBD3, dlaczego
prog drgawkowy u tych zwierzat pozostaje na tym samym poziomie, co u zwierzat
kontrolnych? Odnos$nie hodowli in vitro, co spowodowato, ze komorki nerwowe z obnizong
ekspresja Mbd3 maja rowniez obnizong zywotnosc¢? We Wstepie zostaty zacytowane publikacje
dotyczace profilowania transkryptomu u pacjentdw z padaczka skroniowg oraz w zwierzecym
modelu padaczki skroniowej wywotanej kwasem kainowym. Proszg sprobowa¢ wyttumaczy¢

z czego moga wynika¢ diametralnie rézne poziomy metylacji gendw u pacjentow i zwierzat.

PODSUMOWANIE i WNIOSEK KONCOWY

Podjecie przez Doktorantke tematyki epileptogenezy w kontekscie biatka MBD3
stwarza perspektywe petniejszego poznania etiologii zaburzen uktadu nerwowego o podtozu
epigenetycznym. Dotyczy to zwlaszcza chordb neurorozwojowych z atypowa migracja
neuronéw, do ktorych, obok padaczek, zalicza si¢ m.in. zespdt Tourette’a, schizofrenig
I autyzm/spektrum autyzmu. Poznanie mechanizméw, za posrednictwem ktorych biatko MBD3
zmienia profile ekspresji gendw podczas epileptogenezy i zalezne szlaki sygnalowe moze

shuzy¢ poprawie farmakoterapii choréb OUN. Jak juz wspomniatam, rozprawa doktorska Pani



mer Karoliny Nizinskiej-Smolinskiej jest wysoce oryginalna, a wyniki badan przedstawiaja
duza warto$é translacyjng, poniewaz zostaly uzyskane z wykorzystaniem zaawansowanych
modeli choréb OUN oraz nowoczesnych metod i technik badawczych. Doktorantka umiejetnie
potaczyta wiedze i kompetencje z zakresu modelowania drgawek in vivo i in vitro, iniekcji
domoézgowych i transfekcji komérek nerwowych w hodowli, a takze analiz molekularnych, by
w kompleksowy sposéb zweryfikowaé postawiong hipotez¢ badawcza i udowodni¢, ze biatko
MBD3 stymuluje epileptogeneze, czemu towarzysza zmiany w ekspresji genow zwigzanych

zwlaszcza ze szlakami sygnalowymi kinazy PI3K, reliny i FGFR.

Rozprawa doktorska mgr Karoliny Nizinskiej-Smolinskiej pt. ,Rola biatka Mbd3
w procesie epileptogenezy” spetnia wymagania okreslone w artykule 187 Ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 1. poz. 478, 619, 1630).
Whioskuje o dopuszczenie mgr Karoliny Nizinskiej-Smolinskiej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Krakéw, 17 lutego 2023 .
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