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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ  

Mgr Karoliny Nizińskiej-Smolińskiej  

pt.  „Rola białka Mbd3 w procesie epileptogenezy ” 

 

OGÓLNA CHARAKTERYSTYKA ROZPRAWY  

 Rozprawa doktorska mgr Karoliny Nizińskiej-Smolińskiej powstała pod kierunkiem 

prof. dr hab. Katarzyny Łukasiuk w  Pracowni Epileptogenezy Instytutu Biologii 

Doświadczalnej im. M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk w Warszawie. Fundusze na 

badania pochodziły z kierowanego przez Panią Promotor, a finansowanego przez Narodowe 

Centrum Nauki, grantu OPUS (2015/19/B/NZ4/01401) pt. „Rola MBD3 (methyl-binding 

protein 3) w epileptogenezie”.  

Rozprawę stanowi 168-stronicowe opracowanie z wyodrębnionymi rozdziałami, takimi 

jak: Wykaz Skrótów, Streszczenie, Summary (tj. streszczenie w j. angielskim), Wstęp, Cele 

i Założenia Pracy, Materiały i Metody, Wyniki, Dyskusja, a także Podsumowanie, Wnioski 

i Bibliografia. Spis piśmiennictwa zacytowanego w rozprawie zawiera ponad 210 publikacji, 

głównie anglojęzycznych i z ostatnich lat, co dowodzi zaznajomienia się przez Doktorantkę 

z najnowszą literaturą fachową. Struktura pracy odpowiada obowiązującym standardom, 

a Streszczenie przedstawia najważniejsze wyniki badań w przejrzysty sposób. 

Tematyka podjęta w rozprawie doktorskiej obejmuje problematykę epileptogenezy 

w kontekście dosyć mało jeszcze poznanego białka zaangażowanego w metylację DNA, jakim 

jest MBD3 (ang. methyl-CpG-binding domain protein 3). Najnowsze badania wskazują na 

znaczenie tego białka w powstawaniu drgawek przy udziale metylotransferazy DNMT1 

i hipermetylacji genu kodującego TREM2 (ang. triggering receptor expressed on myeloid cells 
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2) w miejscu cg25748868, a także dzięki zahamowaniu szlaku kinaz PI3K/Akt (Wang i wsp. 

2021, Neurochem Res). Narażenie myszy na czynnik neurotoksyczny w postaci chlorku glinu 

i wywołane tym upośledzenie procesów poznawczych i pamięci próbuje się tłumaczyć 

zmianami w poziomie białek MBD (Ikram i wsp. 2021, Biol Trace Elem Res). Dowiedziono, 

że kompleks zawierający białko MBD3 wpływa na proliferację komórek progenitorowych 

neuronów i ich różnicowanie; obniżony poziom MBD3 sprzyja neurogenezie, a jego 

nadreprezentacja hamuje różnicowanie komórek w neurony (Moon i wsp. 2017, PLoS Biol). 

Publikacja zespołu Pani Prof. Katarzyny Łukasiuk z 2016 r. (Bednarczyk i wsp. Sci Rep) 

opisuje po raz pierwszy zmiany w poziomie białka MBD3 obserwowane w zwierzęcym 

(szczur) modelu padaczki skroniowej.  

Z uwagi na nieliczne doniesienia nt. roli pełnionej przez białko MBD3 w układzie 

nerwowym, w tym również w procesie epileptogenezy, uważam temat przedłożonej rozprawy 

doktorskiej za wysoce oryginalny. Zważywszy że badania Autorki rozprawy obejmują 

modelowanie choroby, wartość translacyjna przedstawionych badań jest bezsporna.  

 

MERYTORYCZNA ANALIZA ROZPRAWY  

Przedłożona do recenzji rozprawa doktorska jest próbą identyfikacji mechanizmów, za 

pośrednictwem których:  

i. podczas drgawek zmienia się poziom białka MBD3 i kodującego je genu, 

a białko MBD3:  

ii. zmienia próg drgawkowy w szczurzym modelu drgawek wywołanych 

pentylenetetrazolem (PTZ) tj. w modelu ostrego napadu drgawkowego, 

iii. oddziałuje na epileptogenezę w modelu rozniecania przez PTZ, 

iv. reguluje geny w modelu wyładowań epileptopodobnych in vitro. 

Postawiona przez Doktorantkę hipoteza badawcza zakłada, że poprzez regulację 

ekspresji genów białko MBD3 zmniejsza próg drgawkowy. W tym miejscu zabrakło jednak 

sugestii o jakie geny może chodzić. 

W celu zweryfikowania powyższej hipotezy Doktorantka zastosowała zwierzęcy model 

drgawki ostrej indukowanej przez PTZ, zwierzęcy model rozniecania drgawek przy użyciu PTZ 

oraz komórkowy (neurony kory mózgowej) model wyładowań epileptopodobnych. 

Wykorzystała również szereg procedur służących obniżeniu lub zwiększeniu ekspresji Mbd3 

w badaniach in vivo i in vitro (m.in. domózgowa iniekcja wirusów z sekwencją szczurzego genu 

Mbd3, transfekcja komórek w hodowli). Zastosowane układy badawcze, analizy i pomiary 
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posiadają właściwe kontrole i układy odniesienia, co dowodzi rzetelnego przygotowania 

Doktorantki do prowadzenia badań. Imponujący jest zwłaszcza wachlarz metod - od 

modelowania drgawek, ich rejestracji i testów behawioralnych, poprzez pomiary poziomu 

mRNA i białek oraz barwienia immunofluorescencyjne, aż po najbardziej wyrafinowane 

sekwencjonowanie nowej generacji (NGS) wsparte analizami danych transkryptomicznych.  

Wprawdzie rozdział Materiały i Metody zawiera zazwyczaj szczegółowy opis 

przeprowadzonych doświadczeń, rozdział 5.2.11.3 – Transfekcja komórek neuronalnych jest 

wyjątkowo lapidarny. Brakuje w nim m.in. podstawowej informacji o stężeniu materiału 

transfekcyjnego w celu zwiększenia ekspresji genu Mbd3 w szczurzych neuronach mózgu 

w hodowli in vitro. Wątpliwości budzi trafność tytułu rozdziału 5.2.7.3, w którym określenie 

„Elektroforeza białek - metoda Western Blot” sugeruje, że ww. metoda sprowadza się do 

elektroforetycznego rozdziału białek. Ten tytuł jest tym bardziej niefortunny, ponieważ 

rozdział zawiera odrębne podrozdziały przedstawiające istotę metody, w tym 5.2.7.3.3 – 

Rozdział elektroforetyczny na żelu poliakrylamidowym oraz 5.2.7.3.4 – Transfer białek na 

membranę nitrocelulozową. Pragnę również podkreślić, że w myśl obowiązującej 

nomenklatury nazwa białka MBD3 powinna być pisana wyłącznie z dużych liter. W przypadku 

genów obowiązuje kursywa, przy czym gen występujący u człowieka należy pisać dużymi 

literami, a pisownia genu występującego u pozostałych ssaków wymaga tylko dużej pierwszej 

litery. Niestety, w rozprawie pisownia białka MBD3 i genu Mbd3 nie zawsze jest poprawna. 

Zmiany w poziomie metylacji DNA uważane są od niedawna za prognostyk zaburzeń 

i chorób układu nerwowego, z chorobą Alzheimera, udarem niedokrwiennym i padaczką 

włącznie. Ostatnio, w oparciu o ogólnie dostępne biblioteki metylacji DNA udało się stworzyć 

wzorzec/sygnaturę metylacji genu KMT2D związanego z zespołem Kabuki (Hildonen i wsp. 

2023, Clin Genet), co potwierdza diagnostyczną wartość tego parametru. Metylacja DNA jest 

podstawowym mechanizmem epigenetycznym, który wspólnie z potranslacyjnymi 

modyfikacjami histonów i niekodującymi cząsteczkami RNA reguluje ekspresję genów i w ten 

sposób wpływa na różnicowanie komórek i rozwój. Metylacja promotora genu wiąże się 

najczęściej z zahamowaniem/represją transkrypcji. Mimo iż hipermetylacja genu prowadzi 

zazwyczaj do jego wyciszenia, a hipometylacja aktywuje transkrypcję, od tej zasady są wyjątki. 

Okazało się bowiem, że promotor genu z nielicznymi wyspami CpG jest podatny na metylację, 

natomiast promotor genu zawierający wiele wysp CpG metylacji unika (Chatterjee and Vinson, 

2012, Biochim Biophys Acta). Jest to jeden z powodów, dla których pomiar poziomu metylacji 

poszczególnych genów próbuje się uzupełnić pomiarem globalnej metylacji DNA oraz 
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określeniem ekspresji i funkcji czynników, które regulują metylację DNA, w tym białka MBD3 

stanowiącego obiekt badań Autorki rozprawy. 

Obecnie farmakoterapia padaczki polega głównie na leczeniu objawowym, czego 

skutkiem jest wysoki odsetek pacjentów bez kontroli napadów. Co więcej, wielu chorych 

wykazuje lekooporność. Rosnąca liczba przypadków choroby jest tłumaczona coraz częstszym 

występowaniem wariantów genów związanych z funkcjami epigenetycznymi, wśród których 

wymienia się geny kodujące metylotransferazy DNA, DNMT1 i DNMT3A. Dotychczas udało 

się wykazać, że u ludzi cierpiących na padaczkę skroniową występuje podwyższona ekspresja 

genu DNMT (Zhu Q, i wsp. 2012, J Mol Neurosci), a obniżenie poziomu białek DNMT hamuje 

metylację DNA i epileptogenezę w modelach zwierzęcych (Miller-Delaney i wsp. 2012, 

J Neurosci). Z najnowszych badań wynika, że u chorych na lekooporną padaczkę skroniową 

występują zmiany w poziomie metylacji genów (m.in. SHANK3, SBF1, and MCF2L), przy 

czym dotyczą one przede wszystkim kory mózgowej, a w mniejszym stopniu obszarów 

hipokampa i ciała migdałowatego (Sánchez-Jiménez i wsp. 2023, Mol Neurobiol). Z tego 

względu postuluje się, że sukces terapeutyczny mogą przynieść leki oddziałujące w sposób 

selektywny na metylację DNA specyficznych genów, których identyfikacja stanowiła jeden 

z celów ocenianej rozprawy. 

Rozprawa została opatrzona obszernym Wstępem, który dzięki informacjom nt. takich 

zagadnień jak padaczka, eksperymentalne modele drgawek i padaczki oraz modyfikacje 

epigenetyczne w regulacji ekspresji genów wprowadza czytelnika w tematykę badań. 

Wprawdzie Autorka rozprawy wspomina o około 20 lekach przeciwpadaczkowych, ale 

żadnego z nich nie wymienia z nazwy. 

Wyniki badań zostały przedstawione w formie wykresów (30) i tabel (13), a także zdjęć 

z mikroskopu fluorescencyjnego (9) i przykładowych zdjęć rozdziału białek metodą western 

blot (2). Przebieg doświadczeń został zilustrowany 4 schematami. Opracowanie zawiera także 

Materiały dodatkowe z 6 tabelami z wykazem genów o zmienionej ekspresji wywołanej 

indukcją wyładowań epileptopodobnych w hodowli neuronów in vitro. Wykazy genów 

dotyczyły neuronów bez transfekcji, neuronów poddanych transfekcji wirusem kontrolnym 

oraz neuronów z nadekspresją genu Mbd3.  

W nawiązaniu do hipotezy i celów badawczych, wyniki uzyskane przez Doktorantkę 

można podsumować w następujący sposób: 

1. W wyniku drgawek wywołanych pentylenetetrazolem (PTZ) w korze śródwęchowej 

i ciele migdałowatym szczura rośnie poziom białka MBD3, co jest efektem 
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przejściowym (tylko 4 godziny po wystąpieniu drgawki) i specyficznym dla 

wymienionych struktur mózgu (nie występuje w hipokampie i korze 

somatosensorycznej). 

2. Obniżenie lub podwyższenie ekspresji Mbd3 poprzez iniekcję odpowiedniego wektora 

wirusowego do obszaru ciała migdałowatego w mózgu szczura zmienia zachowanie 

mierzone testem otwartego pola. Zwierzęta z obniżoną ekspresją przebywają dłużej w 

zewnętrznej strefie areny a krócej w strefie wewnętrznej. Zwierzęta z nadekspresją 

przebywają krócej w zewnętrznej strefie areny a dłużej w strefie wewnętrznej. W teście 

reakcji na bodziec stresowy i teście uniesionego labiryntu krzyżowego nie 

zaobserwowano różnic behawioralnych między zwierzętami ze zmienioną ekspresją 

Mbd3 a zwierzętami kontrolnymi. 

3. Szczury z obniżoną ekspresją Mbd3 wykazują wydłużony czas latencji do wystąpienia 

drgawki toniczno-klonicznej w modelu ostrego napadu drgawkowego wywołanego 

przez PTZ . 

4. Szczury z nadekspresją Mbd3 charakteryzuje przyśpieszona epileptogeneza w modelu 

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

5. Wyładowania epileptopodobne indukowane niedoborem Mg2+ w neuronach kory 

mózgowej w hodowli in vitro zmieniają (w większości hamują/obniżają) ekspresję 25 

genów związanych z glikozylacją, aktywacją receptora dla kwasu kainowego oraz 

fosforylacją białek. 

6. Transfekcja neuronów w hodowli in vitro wirusem kontrolnym, a następnie indukcja 

wyładowań epileptopodobnych zmienia ekspresję 49 genów związanych 

z funkcjonowaniem kanałów potasowych.  

7. Transfekcja neuronów w hodowli in vitro wirusem do nadekspresji Mdb3, a następnie 

indukcja wyładowań epileptopodobnych obniża ekspresję 2 genów tj. Foxc1 i Tm6sf1. 

8. Podczas wyładowań epileptopodobnych w komórkach z nadekspresją Mbd3, dla 

których układem odniesienia są komórki transfekowane wirusem kontrolnym, 

zaobserwowano zmiany w poziomie ekspresji: 40 genów zaangażowanych głównie 

w szlak sygnałowy NOTCH (2 godz. po indukcji wyładowań), 2 genów 

zaangażowanych w aktywację kinaz (6 godz. po indukcji wyładowań), a także 17 genów 

wpływających na metabolizm steroidów i fruktozy oraz na aktywację kinaz (24 godz. 

po indukcji wyładowań).  
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9. Analiza funkcjonalna danych transkryptomicznych wykazała, że nadekspresja genu 

Mbd3 w neuronach kory mózgowej w hodowli in vitro spowodowała zmiany 

w ekspresji: i. genów związanych z NOTCH, IGF-1, biosyntezą i metabolizmem 

fruktozy, a także metabolizmem hormonów steroidowych, co stwierdzono w warunkach 

fizjologicznych oraz po indukcji wyładowań epileptopodobnych. ii. genów związanych 

m.in. z kanałami potasowymi i GABAB, co stwierdzono w warunkach fizjologicznych. 

iii. genów związanych z receptorami FGFR1, FGFR2 i IGF1R, szlakami sygnałowymi 

kinazy PI3K i reliny, co jest specyficzne dla wyładowań epileptopodobnych. 

Wielka szkoda, że zawarte w rozprawie podsumowanie wyników badań jest nad wyraz 

lakoniczne, co nie służy podkreśleniu wartości dokonanych odkryć i stoi w kontrze do ogromnej 

liczby testów, pomiarów i analiz wykonanych przez Doktorantkę. Jest to tym bardziej 

niezrozumiałe, ponieważ Dyskusja poprzedzająca Podsumowanie została napisana w sposób 

klarowny i spójny, z uwzględnieniem najnowszych publikacji i wnikliwą analizą własnych 

oryginalnych wyników. Nie ukrywam, że oczekiwałam przynajmniej schematu, który byłby 

ilustracją najważniejszych wyników uzyskanych przez Autorkę rozprawy. Wnioski wysnute na 

podstawie przeprowadzonych doświadczeń, aczkolwiek ostrożne, są adekwatne do celów 

i założeń pracy.  

Odnośnie zwierząt z wywołaną eksperymentalnie nadekspresją Mbd3/MBD3, dlaczego 

próg drgawkowy u tych zwierząt pozostaje na tym samym poziomie, co u zwierząt 

kontrolnych? Odnośnie hodowli in vitro, co spowodowało, że komórki nerwowe z obniżoną 

ekspresją Mbd3 mają również obniżoną żywotność? We Wstępie zostały zacytowane publikacje 

dotyczące profilowania transkryptomu u pacjentów z padaczką skroniową oraz w zwierzęcym 

modelu padaczki skroniowej wywołanej kwasem kainowym. Proszę spróbować wytłumaczyć 

z czego mogą wynikać diametralnie różne poziomy metylacji genów u pacjentów i zwierząt.  

 

PODSUMOWANIE i WNIOSEK KOŃCOWY 

Podjęcie przez Doktorantkę tematyki epileptogenezy w kontekście białka MBD3 

stwarza perspektywę pełniejszego poznania etiologii zaburzeń układu nerwowego o podłożu 

epigenetycznym. Dotyczy to zwłaszcza chorób neurorozwojowych z atypową migracją 

neuronów, do których, obok padaczek, zalicza się m.in. zespół Tourette’a, schizofrenię 

i autyzm/spektrum autyzmu. Poznanie mechanizmów, za pośrednictwem których białko MBD3 

zmienia profile ekspresji genów podczas epileptogenezy i zależne szlaki sygnałowe może 

służyć poprawie farmakoterapii chorób OUN. Jak już wspomniałam, rozprawa doktorska Pani  
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