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1. Wykaz skrotow

ACC (ang. acetyl-coenzyme A carboxylase) — karboksylaza acetylo-koenzymu A

ADP (ang. adenosine diphosphate) — adenozynodiosforan

AICAR (ang. 5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide) — rybonukleotyd 5-
aminoimidazol-4-karboksyamidu

AMP (ang. adenosine monophosphate — adenozynomonofosforan

AMPK (ang. 5'adenosine monophospate-activated protein kinase) — kinaza aktywowana
adenozyno-5’-monofosforanem)

ATP (ang. adenosine triphosphate) — adenozynotrdjfosforan

BSA (ang. bovine serum albumin) — albumina surowicy bydlece;j

cDNA (ang. complementary DNA) — komplementarny DNA

CPT-1 (ang. carnitine palmitoyltransferase 1) — palminotransferaza karnityny 1

DAPI (ang. 4',6-diamidino-2-phenylindole) — 4',6-diamidyno-2-fenyloindol

DMEM (ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium) — zmodyfikowana pozywka Dulbecco
Eagle

DMSO - dimetylosulfotlenek

DNA (ang. deoxyribonucleic acid) — kwas deoksyrybonukleinowy

eNOS (ang. endothelial nitric oxide synthase) — srodblonkowa syntaza tlenku azotu

FFA (ang. free fatty acids) — wolne kwasy ttuszczowe

GAPDH (ang. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) — dehydrogenaza
gliceraldehydu-3-fosforanowa

GSIS (ang. glucose stimulated insulin secretion) — wydzielanie insuliny stymulowane
glukoza

HBSS (ang. Hanks balanced salt solution) — bufor Hanksa

HEPES (ang. 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) — kwas 4-(2-
hydroksyetylo)1-piperazynoetanosulfonowy

HN (ang. humanin) — humanina

IPEX (ang. immunodysregulation polyendorinopathy enteropathy X-linked syndrome) —
zespot dysregulacji immunologicznej, poliendokrynopatii i enteropatii sprz¢zony z
chromosomem X

IR (ang. insulin resistance) — insulinnoopornos$¢



KRB (ang. Krebs-Ringer Buffer) — bufor Krebsa-Ringera

LADA (ang. latent autoimmune diabetes in adults) — utajona autoimmunologiczna
cukrzyca dorostych

MDP (ang. mitochondrial-derived peptide) — peptyd mitochondrialnego pochodzenia
MODY (ang. maturity onset diabetes of the young) — cukrzyca wieku dojrzatego u
mtodych

MOTS-c (ang. mitochondrial open-reading frame of the 12S rRNA-c) — mitochondrialna
otwarta ramka odczytu z 12S rRNA-c

mRNA (ang. messenger ribonulceic acid) — przekaznikowy kwas rybonukleinowy

PBS (ang. phosphate-buffer saline) — sél fizjologiczna buforowana fosforanami

PCR (ang. polymerase chain reaction) — tancuchowa reakcja polimerazy

RIPA (ang. radioimmunoprecipitation assay buffer) — bufor do testu
radioimmunoprecypitacji

RNA (ang. ribonucleic acid) — kwas rybonukleinowy

RPMI — Roswell Park Memorial Institute

rRNA (ang. ribosomal ribonucleic acid) — rybosomalny kwas rybonukleinowy

SEM (ang. standard error mean) — blad standardowy sredniej

SHLP (ang. small humanin-like peptide) — male peptydy humaninopodobne

T1DM (ang. type I diabetes mellitus) — cukrzyca typu |

T2DM (ang. type II diabetes mellitus) — cukrzyca typu Il

TBP (ang. TATA-box binding protein) — biatko wigzace kasete TATA

tRNA (ang. transfer ribonucleic acid) — transportujacy kwas rybonukleinowy

WADA (ang. World AntiDoping Agency) — Swiatowa Agencja Antydopingowa

WHO (ang. World Health Organization) — Swiatowa Organizacja Zdrowia



2. Streszczenie

Nauka caly czas poszerza list¢ znanych peptydéw i biatek wystepujacych w organizmie
cztowieka 1 innych ssakéw. Jedng z takich substancji jest odkryty w 2015 roku peptyd
mitochondrialnego pochodzenia MOTS-c. W pracy opisujacej jego odkrycie na modelu
mysim wskazano szereg wilasciwosci tego peptydu obejmujacych m.in. regulacje
metabolizmu, wzrost wrazliwosci tkanek na insuling czy spadek otylosci. Celem
niniejszej rozprawy doktorskiej bylo okreslenie wptywu peptydu MOTS-c na
funkcjonowanie endokrynnej czesci trzustki. Zbadano réwniez wpltyw sktadnikow
energetycznych oraz hormonow trzustkowych na wydzielanie oraz ekspresj¢ MOTS-c.
W tym celu wykorzystano dwa rodzaje modeli laboratoryjnych: linie komoérkowe (INS-
1E oraz aTC-1) oraz izolowane wyspy trzustkowe (pochodzace od szczura oraz $wini).
Przy pomocy barwienia immunofluorescencyjnego wykazano réwniez obecnos¢ MOTS-
¢ w badanych liniach komérkowych oraz trzustkach szczuréw i §win. Z otrzymanych
danych wynika, ze MOTS-c jest obecny zar6wno w komorkach obu badanych liniach
oraz w trzustkach obu gatunkow, jednak z r6zng lokalizacja wewnatrz narzadu. Ponadto
wykazano wptyw MOTS-c na obnizenie sekrecji insuliny przez komorki INS-1E oraz
wyspy trzustkowe szczura i zaobserwowano sprzezenie zwrotne stwierdzajac rOwniez
wzrost wydzielania MOTS-c zalezny od insuliny. Badajac wptyw MOTS-c na trzustke
mozna zauwazy¢ rowniez pozytywny wpltyw tego peptydu na przezywalnos¢ komorek
INS-1E oraz komoérek wysp trzustkowych. Wyniki uzyskane na liniach komérkowych nie
zawsze byly tozsame z analogicznymi otrzymanymi na wyspach trzustkowych, co
pokazuje, jak nadal wazne jest stosowanie wielu modeli badawczych, od najprostszych,
takich jak ustalone linie komorkowe, az do bardziej ztozonych jak izolowane wyspy
trzustkowe. Jednym z wazniejszych odkry¢ prezentowanych badan byt fakt odmiennego
dziatania MOTS-c w modelu $§winskim w poréwnaniu do modelu szczurzego. Wykazano
m.in., ze MOTS-c wystepujacy u $wini ma znacznie wigksza mase czasteczkowa niz
wariant wystgpujacy u szczura. Otrzymane wyniki sg pierwszymi, ktore w tak ztozony
sposob opisuja wptyw MOTS-c na funkcjonowanie trzustki. Sugerujag one pozytywny,
protekcyjny wptyw tego peptydu na komorki trzustki, co moze mie¢ kluczowe znaczenie
w czasie rozwoju cukrzycy typu II. Kwestia ta oczywiscie wymaga szeregu dalszych

badan, najlepiej z uzyciem modelu in vivo.



3. Abstract

Science is still developing the list of known peptides and proteins present in organisms
such as humans or other mammals. One example of such a substance is mitochondrial-
derived-peptide MOTS-c, discovered in 2015. In study describing its discovery on mouse
model, researchers described a few properties of this peptide such as regulation of
metabolism, enhancing insulin sensitivity in tissues and decreasing. This doctoral thesis
aimed to determine the influence of MOTS-c peptide on functioning of the endocrine part
of the pancreas. Moreover, the effect of energetic compounds and pancreatic hormones
on secretion and expression of MOTS-c was examined. To achieve this, two laboratory
models were used: cell lines (INS-E and oTC-1) and isolated pancreatic islets (derived
from rats and pigs). MOTS-c presence in examined cell lines and pancreatic islets was
shown using immunofluorescence staining. Collected data shows that MOTS-c is present
in both cell lines used and in pancreas of both species, but with different location inside
the organ. Moreover, the influence of MOTS-c on decreasing insulin secretion from INS-
1E cells and rats pancreatic islets was determined and the feedback loop was observed
noticing enhanced secretion of MOTS-c after exposure to insulin. Examining the
influence of MOTS-c on pancreas it can be noticed that this peptide has positive influence
on viability of INS-1E cells and pancreatic islets cells. Results obtained from cell lines
were not always the same as those obtained from analogous experiments conducted on
pancreatic islets, which shows that it is still very important to use many of research
models, from the simplest one like laboratory cell lines to more complex like isolated
pancreatic islets. One of the more important discoveries of this study was fact that MOTS-
c acts differently in pig model than in the rat model. It was shown that MOTS-c present
in pig has a significantly higher mass than the one present in rat. Obtained results are first,
which describes the influence of MOTS-c on the functioning of pancreas in such complex
way. They suggest positive, protective influence of this peptide on pancreatic cells, which
may play a major role in developing type II diabetes. This topic of course needs much

further research, preferably using in vivo model.
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4. Wstep

Nauka rozwija si¢ nieustannie, a szczegdlnie widac to na przyktadzie szeroko pojetych
nauk biologicznych, ktore przezywaja teraz swdj rozkwit. Pomaga temu rozwoj coraz to
nowszych metod badawczych, dzigki ktorym mozemy coraz glebiej wnikng¢ w
funkcjonowanie organizmow oraz zachodzace w nich procesy. Ponad siedemdziesiat lat
temu opisano struktur¢ DNA (Watson i Crick, 1953). Natomiast dekad¢ p6zniej odkryto
DNA mitochondrialne (Nass 1 Nass, 1963). Mitochondria sg od lat znane jako organella
odpowiedzialne za przeprowadzanie szeregu procesoOw dostarczajacych komorce energii
niezbednej do prawidlowego funkcjonowania. Podobnie jak plastydy w komorkach
ro$linnych, mitochondria pochodza od mikroorganizméw, ktére weszly w symbioze z
komorka gospodarza. Stato si¢ to prawdopodobnie ok 1,8 mld lat temu gdy proteobakterie
pochlonigte przez komorki eukariotyczne pozostaty w cytoplazmie dajgc poczatek nowe;,
wyjatkowej symbiozie (Sagan 1967). Takie pochodzenie sprawia, Ze organella te sg caty
czas przedmiotem licznych badan i ciggle odkrywane sg nowe ich cechy oraz funkcje.
Ponad cztery dekady temu dokonano zsekwencjonowania genomu znajdujgcego si¢ w
ludzkim mitochondrium (Anderson 1 wsp. 1981). Odkryto, ze sekwencja nukleotydow
tworzaca ten genom odpowiada za kodowanie 22 rodzajéw tRNA, 2 rodzajéw rRNA oraz
13 rodzajow bialek tancucha oddechowego (Cobb i wsp. 2016). Wraz z rozwojem badan
nad genomem pochodzenia mitochondrialnego, po doktadniejszej analizie sekwencji tych
37 gendéw, odkryto w ich obrgbie mniejsze, funkcjonalne fragmenty, ktére sa
odpowiedzialne za kodowanie peptydow.

Pierwszym odkrytym genem, kodujacym tzw. peptydy mitochondrialnego pochodzenia -
MDPs (mitochondrial derived peptides) byt odkryty ponad dwie dekady temu przez
zespoOt Nishimoto gen humaniny (HN) (Hashimoto 1 wsp. 2001). Gen ten zostal wykryty
przy pomocy tzw. ekspresji funkcjonalnej gdzie najpierw poszukiwano okreslonej funkcji
(w tym przypadku byta to ochrona neuronow przed szkodliwym dzialaniem amyloidu 3
w chorobie Alzheimera), a nastgpnie sprawdzano jaki peptyd ten efekt powoduje.
Biologiczne dziatanie humaniny zostalo potwierdzone przez badaczy i1 dotychczas
opisano mi¢dzy innymi efekt tego peptydu powodujacy wzrost wrazliwosci na insuling
(Muzumdar 1 wsp. 2009) jak rowniez wykazano dziatanie ochronne na serce w mysim
modelu niedokrwienia oraz reperfuzji, prawdopodobnie przez system sygnalizacji

AMPK-eNOS (kinaza biatkowa aktywowana adenozyno-5’-monofosforanem —
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srodbtonkowa syntaza tlenku azotu) oraz regulacj¢ procesOw apoptotycznych. Myszy,
ktoére otrzymaty po niedokrwieniu i reperfuzji humaning, charakteryzowaty si¢ wigksza
objetos¢ wyrzutowa krwi niz myszy z grupy kontrolnej (Muzumdar i wsp. 2010).

Rok 2016 przyniost kolejne znaczgce odkrycie naukowe dotyczace zwigzkow, ktorych
sekwencje znajduja si¢ wewnatrz genomu mitochondrialnego — odkryto 6 gendéw
odpowiedzialnych za kodowanie biatek wewnatrz sekwencji 16S rRNA. Zwiazki te
zostaly nazwane SHLPs (small humanin-like peptides), co mozna przettumaczy¢ jako
mate peptydy humaninopodobne. Szczegélnie interesujagcym faktem w kontekscie
regulacji metabolizmu we¢glowodanowo-lipidowego jest, iz jeden z tych peptydow,

SHLP-2, rowniez wykazuje dziatanie uwrazliwiajace na insuling (Cobb i wsp. 2016).

Nazwa Dhugosé fancucha | Rok odkrycia Gen, w ktorym
aminokwasow znajduje si¢ ORF
Humanina 24 2001 16S rRNA
SHLP1 24 2016 16S rRNA
SHLP2 26 2016 16S rRNA
SHLP3 38 2016 16S rRNA
SHLP4 26 2016 16S rRNA
SHLP5 24 2016 16S rRNA
SHLP6 20 2016 16S rRNA
MOTS-c 16 2015 12S rRNA

Tabela 1. Opisane dotychczas peptydy mitochondrialnego pochodzenia (na podst. Miler
1 wsp. 2022 oraz Merry 1 wsp. 2020).

4.1. MOTS-c
W roku 2015 zespdt badaczy pod kierownictwem Lee przy uzyciu metod
bioinformatycznych odkryt w sekwencji 12S rRNA otwartg ramke odczytu kodujaca
nieznany wczesniej peptyd. Z uwagi na lokalizacje nazwano go mitochondrialng otwartg
ramkg odczytu z 12S rRNA-c, MOTS-c (Mitochondrial Open-reading-frame the Twelve
SrRNA-c,) (Leeiwsp. 2015). Ramka zawierata 51 par zasad, ktore po translacji tworzyty

peptyd sktadajacy si¢ z 16 aminokwasow. Co ciekawe, translacja ta nie zachodzi przy
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uzyciu kodu genetycznego i aparatu enzymatycznego mitochondrialnego, ale ma miejsce
w cytoplazmie z uzyciem standardowego kodu genetycznego, gdyz translacja
mitochondrialna generowataby tandemowe kodony start i stop. Wskazuje to, ze
poliadenylowany transkrypt MOTS-c jest eksportowany poza mitochondria gdzie ulega
dalszej ekspresji. Mechanizmy transportujace mitochondrialne RNA (tRNA jak réwniez
rRNA) sa jednak dotychczas stabo poznane (Lee i wsp. 2015).

Interesujacag cechg peptydu MOTS-c jest jego konserwatywno$¢ wsrod rdznych
gatunkow ssakow takich jak czlowiek, bonobo, orangutan, ale réwniez tych mniej
spokrewnionych jak szczur czy mysz, zwlaszcza w przypadku pierwszych 11

aminokwasow.

Czlowiek MIWQEMGYIFYPRK===|Re==mm e —————

Bonobo  MIUIQEMGYIFYPRK===|R-===emem—————
Orangutan MEWQEMGYIFYFRK===lR====ccccccaae-
Mysz MIUWEEMGY L E L o o o o o o o o o
Szczur KEMGYIFFSQR==-TLRNPL-========

Golec WEEMGYIFLYKN====INDSYHEI~====~

M
M
Pies MRWEEMGYIFYP-R===-TFHECFYEIKN~-~=~~-
M
M

Krowa WEEMCYILYTKR---IKHESYYETNNQRRI
Danio WEEMGYTEFYPRIYENVT = = = = o v o o o o o e o
Lew MEUWEAMGY IFYN= = = o o o o o o o e
Niediwied? MGWEEMGYIFYS-R---TTYESFYETKN-~-~-~-
Kor MGWHEMGY IFYPKNKNFNPDESLHETGD =~~~
Delfin MDWEEMGYIFYNKN===TP-=we e e e ———-

Ryc.1 Sekwencje aminokwasow peptydu MOTS-c u roznych gatunkéw (na podst. Lee 1
wsp. 2015).

Do tej pory udowodniono wptyw MOTS-c na szereg procesow biologicznych, co

potwierdza jego znaczenie w procesach homeostazy ustroju. W zwigzku z tym, ze
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mitochondria s3 obecne w prawie kazdej komorce eukariotycznej, genom
mitochondrialny oraz MOTS-c sg prawdopodobnie waznymi regulatorami metabolizmu.
Co istotne, peptyd ten ulega ekspresji w wielu réznych tkankach gryzoni bedacych
zwierzetami modelowymi oraz jest wykrywany w osoczu krwi, zarowno ludzi jak 1
szczurow (Lee 1 wsp. 2015, Kim i wsp. 2019).

W pracach Du oraz Luo zauwazono, ze stezenie MOTS-c w osoczu krwi jest nizsze u
ludzi otytych w obu grupach badanych: dzieci oraz mtodziezy (Du i wsp. 2018, Luo i
wsp. 2023). W badaniach laboratoryjnych na modelu mysim wykazano, ze MOTS-c
przeciwdziata otyto§ci wywolanej dietg oraz obniza insulinooporno$¢ (Lee i wsp, 2015,
Yang i wsp 2021). Podobne wyniki tj. przeciwdzialanie otytosci oraz obnizanie
insulinoopornosci uzyskano rowniez na modelu mysim w przypadku, gdy otytos¢ i
insulinoopornos$¢ byty wywotane owariektomiag (Lu 1 wsp, 2019). Udowodniono réwniez
potencjalny efekt terapeutyczny MOTS-c w pooperacyjnym ostrym uszkodzeniu ptuc,
gdzie zaobserwowano tagodzenie powstatych uszkodzen oraz hamowanie ferroptozy
spowodowanej przez reperfuzj¢ miokardiocytow po niedokrwieniu (Lu 1 wsp. 2023).

W literaturze opisano ponadto szereg innych wilasciwosci MOTS-c i jego wptyw na
procesy fizjologiczne. Wykazano jego dziatanie ochronne w kardiomiopatii septycznej
wywolanej lipopolisacharydami (Wu 1 wsp. 2023). Juz w publikacji dokumentujace;j
odkrycie MOTS-c Lee wykazal dziatanie tego peptydu przez wplyw na cykl
metioninowo-folianowy 1 bezposrednio powigzang z tym $ciezke biosyntezy puryn de
novo. Zmiany w ekspresji genow odpowiedzialnych za kodowanie enzymow biorgcych
udzial w tych procesach biochemicznych obserwowane byly juz po czterogodzinnej
ekspozycji na nowoodkryty wowczas peptyd. Wykryto skoordynowany spadek stezenia
S5-metylo-tetrahydrofolianu, ktory jest najczesciej wystepujaca formg aktywnego folianu
oraz metioniny przy jednoczesnym wzroscie stezenia homocysteiny w komorkach o
zwigkszonej intensywnosci ekspresji MOTS-c. Spadek koncentracji 5-metylo-
tetrahydrofolianu wystepowat razem z blokada biosyntezy puryn de novo co powodowato
akumulacje endogennego 5-aminoimidazol-4-karboksyamidu rybonukleotydu (AICAR)
do stezen 20 razy wigkszych w komdrkach o nadekspresji MOTS-c w poroOwnaniu z grupg
kontrolng. To w konsekwencji prowadzito do spodziewanego znacznego spadku
koncentracji puryn. Dobrze znang rolag AICAR jest aktywacja AMPK (kinazy

aktywowanej 5'AMP) i stymulacja utleniania kwasoéw tluszczowych przez indukowang
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fosforylacja dezaktywacj¢ acetylo-CoA karboksylazy (ACC), ktdra z kolei prowadzi do
fagodzenia inhibicji allosterycznej pierwszej palminotransferazy karnityny (CPT-1) oraz
zwigksza pobor glukozy przez migs$nie. Efektem dzialania MOTS-c na badane w
do$wiadczeniach komorki byta fosforylacja AMPKa oraz aktyny, w tendencji zaleznej od
dawki i czasu przez jaki trwala ekspozycja na peptyd. Po 72 godzinach trwania
eksperymentu wykazano roéwniez wzrost fosforylacji AMPKa2 i ACC oraz zwigkszone
stezenie CPT-1. Na uwage zastuguje rowniez fakt, ze aktywacja AMPK nastgpita pomimo
niskich pozioméw AMP 1 wyzszych poziomoéw ADP oraz ATP (Lee i wsp. 2015).
Powyzsze doniesienia o wptywie MOTS-c na metabolizm, szczegdlnie w kwestii
wrazliwosci na insuling oraz gospodarki energetycznej zapoczatkowatly badania nad tym
peptydem 1 jego wptywem na organy wewngtrzne, zwlaszcza te, ktore sg zaangazowane
w szereg kluczowych proceséw regulujacych metabolizm. Trzustka jest tutaj organem
szczegblnym i bardzo specyficznym, ktory petni dwojaka funkcje — zaré6wno jako narzad
endokrynny oraz jako narzad egzokrynny. Dotychczasowe badania majace na celu
zweryfikowanie  wplywu tego peptydu pochodzenia mitochondrialnego na
funkcjonowanie trzustki oraz wysp trzustkowych sg bardzo nieliczne. Jednym z niewielu
znanych efektow dziatania MOTS-c na trzustk¢ jest ochronne dziatanie na wyspy
trzustkowe w przypadku cukrzycy typu I (Kong i wsp. 2021) oraz, lagodzenie

hiperglikemii oraz insulinoopornosci w cukrzycy cigzowej (Yin i wsp. 2022).

4.2. Trzustka
Trzustka jest narzadem, ktory oddziatuje na organizmy w podwdjny sposob: jako narzad
endokrynny w uktadzie hormonalnym oraz jako narzad egzokrynny w uktadzie
pokarmowym. Dualizm tego dziatania jest widoczny rowniez w jej budowie, poniewaz
sktada si¢ ona z dwdch populacji komorek tworzace dwie rozne struktury — zraziki
trzustkowe, ktore stanowig wigkszg cze$¢ trzustki i1 sktadaja si¢ z komorek
wydzielajacych enzymy do wukladu pokarmowego, oraz wysp trzustkowych
(Langerhansa), zbudowanych z komorek produkujacych i wydzielajacych hormony.
Komoérki endokrynne trzustki nalezag do 4 glownych grup: A (a) produkujace i
wydzielajace glukagon, B (B) produkujace i wydzielajace insuling, D (&) produkujace i
wydzielajace somatostatyne oraz komorki F, ktore produkuja i wydzielaja polipeptyd

trzustkowy. Udziat czes$ci endokrynnej wzgledem catej trzustki jest zmienny w zaleznosci
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od gatunku, u szczurow 1 $win wynosi ok 2%. Rowniez pod wzgledem budowy
anatomicznej wystepuja roznice mi¢dzygatunkowe. U szczurdow trzustka jest narzadem
rozsianym w krezce jelitowej, podczas gdy u §wini jest narzagdem zwartym, podobnie jak
u czlowieka. W czesci endokrynnej tj. w wyspach trzustkowych rozktad komorek a 1 3
takze jest gatunkowo specyficzny. W wyspach szczurzych komorki produkujace
glukagon sg zlokalizowane skrajnie na peryferiach w przekroju poprzecznym wyspy
tworzac obraczke, natomiast komorki produkujace insuling znajdujg si¢ w jej centrum. W
wyspach $wini natomiast, komoérki o 1 B sg ulozone duzo bardziej rownomiernie w
réznych czgsciach wyspy, bez widocznych tendencji do obwodowego utozenia komorek

a (Talathi i wsp. 2023, Tsuchitani i wsp. 2016).

4.2.1. Hormony produkowane przez trzustke
Do funkcji petnionych przez hormony produkowane przez endokrynng czg$¢ trzustki
mozna zaliczy¢ regulacje stezenia glukozy we krwi oraz wplyw na wydzielanie
gruczotowe. Wsrod gtownych hormonéw wydzielanych przez trzustke mozna wymienic
insuling, glukagon oraz somatostatyn¢ i1 polipeptyd trzustkowy. Dodatkowo narzad ten
produkuje proinsuling, amyling oraz peptyd C. Insulina wptywa na obnizenie st¢zenia
glukozy we krwi, natomiast glukagon dziata antagonistycznie powodujac jego wzrost.
Peptyd C bierze udziat m.in. w procesach transdukcji sygnatow komérkowych (Chen i
wsp. 2023), a dotychczas odkryte funkcje polipeptydu trzustkowego dotycza gtéwnie
hamowania oprozniania zotadka oraz apetytu (Zhu i wsp. 2023). Amylina odpowiada
m.in. za uczucie sytosci (Lutz 2010), natomiast proinsulina, poza byciem prekursorem

insuliny oraz peptydu C, pelni réwniez funkcje neuroprotekcyjne (De Pablo i wsp. 2018).

4.2.1.1. Insulina
Jej nazwa pochodzi od lacinskiego stowa insula oznaczajacego wyspe i jest nawigzaniem
do miejsca, w ktorym jest produkowana i z ktorego jest wydzielana, czyli wyspy
trzustkowej. Po raz pierwszy zostata opisana w 1922 roku przez Fredericka Bantinga,
ktory otrzymat w 1923 roku wraz ze swoim przelozonym Johnem Macleodem za to
odkrycie Nagrod¢ Nobla. Insulina wplywa na regulacj¢ zapaséw energetycznych
organizmu w trakcie sytosci. Hormon ten odpowiada za wewnatrzkomorkowy transport

glukozy do insulinozaleznych komorek/tkanek, takich jak mi¢$nie czy tkanka thuszczowa.
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Gléwnym narzadem insulinowrazliwym, na ktdry insulina oddziatuje metabolicznie jest
watroba. To wilasnie tam zachodza procesy regulowane przez insuling, takie jak synteza
glikogenu z glukozy czy tez przeksztatcenie nadmiaru glukozy w kwasy tluszczowe
bedace prekursorami triglicerydow. Dotychczasowe badania potwierdzity, ze insulina
zwigksza wykorzystanie glukozy w watrobie przyspieszajac glikolize i glikogenogenezg,
a jednoczes$nie zmniejszajac produkcje glukozy przez obnizanie aktywno$ci procesow
glukoneogenezy i glikogenolizy (Hatting i wsp. 2018). Insulina stymuluje rowniez pobor
glukozy oraz aminokwasow z krwioobiegu przez migsnie szkieletowe (Rahman 1 wsp.
2021). Ponadto insulina, jako hormon odpowiadajacy za gospodarke energetyczng
wplywa rdwniez na magazyn energii w organizmie jakim jest tkanka ttuszczowa. Hormon
ten zwigksza intensywnos¢ lipogenezy, a obniza intensywnos$¢ lipolizy, zwiekszajac tym
samym 1ilo$¢ rezerw energetycznych organizmu (Rahman i wsp. 2021). W zdrowym
organizmie, ilo$¢ wydzielanej insuliny jest odpowiednia do zapotrzebowania
energetycznego. Komorki B trzustki sa wrazliwe na zmiany w stezeniu glukozy w
surowicy 1 w zaleznosci od poziomu glikemii odpowiadaja sekrecja insuliny. W zwigzku
z tym glukoza jest ewolucyjnie gtownym czynnikiem stymulujgcym wydzielanie tego
hormonu. Wigkszo§¢ aminokwaséw w fizjologicznych stezeniach nie wptywa znaczaco
na sekrecje insuliny jednak niektore pary aminokwasow w stezeniach fizjologicznych lub
wyzszych moga zwigksza¢ wydzielanie insuliny stymulowane glukoza - GSIS (glucose
stimulated insulin secretion). Na przyktad sama glutamina nie wplywa na wydzielanie
insuliny, jednak w potgczeniu z leucyng wzmacnia GSIS. Do zwiazkdéw zmieniajacych
intensywno$¢ sekrecji hormonu z komorek B trzustki nalezg rowniez wolne kwasy
tluszczowe - FFA (free fatty acids). Pobudzajg miedzy innymi wydzielanie insuliny w
przypadku niedoborow tego hormonu przy insulinoopornosci w przebiegu cukrzycy typu
I. FFA reguluja tez GSIS — wyspy z niedoborami FFA wykazuja niewystarczajgca
intensywno$¢ GSIS, ktorag mozna podnie$s¢ dodajac egzogennych wolnych kwasow

thuszczowych (Fu 1 wsp. 2013, Crespin 1 wsp. 1969).

4.2.1.2. Glukagon
Wkrétce po odkryciu insuliny Kimball i Murlin wykonali eksperymenty, w ktérych
odkryli, Zze po zaaplikowaniu psom ekstraktu z trzustki zwigksza si¢ stezenie glukozy we

krwi. Odpowiedzialng za to substancj¢ nazwali glukagonem, ktérego nazwa wywodzi si¢
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z wyrazenia ,,agonista glukozy” (Kimball i Murlin 1923). Podobnie jak insulina glukagon
odgrywa istotng role w procesach odpowiadajacych za regulacj¢ glikemii zachodzacych
w watrobie, jednak dziata do insuliny odwrotnie: zwigksza glikogenolize 1
glukoneogeneze (Albrechtsen 1 wsp. 2023). Poza wplywem na zwigkszanie glikemii
glukagon wptywa rowniez na szereg innych proceséw w organizmie. Opisano dotychczas
wplyw tego hormonu na stymulacj¢ termogenezy w brazowej tkance tluszczowej (Joel
1966) oraz obnizenie motoryki zotagdka i wzmozenie procesow autofagii (Miiller 1 wsp
2017). Wazng role w sekrecji glukagonu odgrywaja sktadniki odzywcze. Jednym z
wazniejszych, podobnie jak w przypadku insuliny jest glukoza. Dzialanie glukozy na
wydzielanie glukagonu jest jednak odwrotne niz na wydzielanie insuliny: wyzszy poziom
glikemii zmniejsza sekrecje glukagonu, podczas gdy nizsze stezenia glukozy w osoczu
powoduja jej wzrost. Aminokwasy majg zrdznicowang skale wpltywu na wydzielanie
hormonu z komorek o trzustki. Arginina, alanina i glutamina s3 znaczacymi
stymulatorami sekrecji glukagonu, podczas gdy leucyna i lizyna oddziatujg tak w
mniejszym stopniu. Wiekszo§¢ badan nad wplywem wolnych kwaséw thuszczowych
wykazuje, ze kroétkotrwata ekspozycja izolowanych wysp trzustkowych, badz linii
komorkowych modelowych dla komoérek a trzustki dziata stymulujaco na wydzielanie

przez nie glukagonu (Marroqui i wsp. 2014).

4.3. Cukrzyca
Jednostka chorobowg $ci§le powigzang z trzustka jest jedna z choréb cywilizacyjnych, a
mianowicie cukrzyca. Szacuje si¢, ze w 2012 roku 346 milionéw ludzi na $wiecie
cierpiato na t¢ chorobe (Scully, 2012). Schorzenie to wystepuje, gdy mamy do czynienia
z zaburzeniem utrzymania i regulacji glikemii, jednakze sg rozne typy cukrzycy,
charakteryzujace si¢ odmienng przyczyng i przebiegiem choroby. Zasadniczo wyrdznia
si¢ cukrzyce typu I - TIDM (type [ diabetes mellitus) o podtozu autoimmunologicznym
oraz cukrzyce typu Il - T2DM (type 2 diabetes mellitus) o podtozu wieloczynnikowym
(otylo$¢, dieta, predyspozycje genetyczne), na ktory sktada sie¢ ok 90% wszystkich
przypadkéw cukrzycy u dorostych (Scully, 2012). Cukrzyca typu I dzieli si¢ na kilka
rodzajow: autoimmunologiczng, idiopatyczng i podwojna (potaczong z cukrzyca typu II).
Typ IA — czyli autoimmunologiczny, o podiozu wielogenowym jest najczegsciej

wystepujacym typem cukrzycy typu I, ktory stanowi 80-90% wszystkich przypadkow
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cukrzycy typu L. Jednym z podtypéw tej cukrzycy jest utajona autoimmunologiczna
cukrzyca dorostych LADA (latent autoimmune diabetes in adults), ktora gtbwnie pojawia
si¢ w wieku okoto 35 lat 1 jest czesto skojarzona z innymi chorobami o podiozu
autoimmunologicznym. Kolejnym wariantem cukrzycy IA jest podtyp ,,monogenowy”,
ktéry powigzany jest =z autoimmunologicznym = zespotem niedoczynnos$ci
wielogruczotowej typ IA oraz zespotem IPEX czyli sprzgzonym z chromosomem X
zespotem  dysregulacji  immunologicznej, poliendokrynopatii 1  enteropatii
(immunodysregulation polyendocrinopathy enteropathy X-linked syndrome). Typ 1B
posiada obraz kliniczny taki sam jak typ IA natomiast nie wystgpuje w nim czg$é
autoimmunologiczna choroby (Dib i Gomes, 2009).

Kolejnym z typow cukrzycy jest typ MODY (maturity onset diabetes of the young).
Dziedziczona jest autosomalnie dominujgco, najczesciej objawia si¢ w wieku okoto 25
lat i chorzy czesto sa btednie diagnozowani jakby mieli cukrzyce typu I lub II. Ten typ
cukrzycy jest nieketonowy oraz nie wystepuja tu autoprzeciwciata. Zwigzana jest z
dysfunkcja komorek  w trzustce (Hoffman 1 wsp. 2018).

Cukrzyca typu II wg Swiatowej Organizacji Zdrowia - WHO (World Health
Organization) jest przewlekla chorobg metaboliczng, charakteryzujaca sie¢
podwyzszonym stezeniem glukozy we krwi, ktora z czasem prowadzi do uszkodzen
serca, naczyn krwionosnych, oczu, nerek oraz nerwéw. Typ drugi cukrzycy
charakteryzuje si¢ poczatkowo podwyzszong sekrecja insuliny przez komorki B trzustki
wynikajaca z obwodowej insulinoopornosci - IR (insulin resistance) oraz niedostateczng
kompensacyjng sekrecja insuliny w fazie zaawansowanej (Galicia-Garcia i wsp. 2020).
Do przyczyn powstawania choroby mozna zaliczy¢ wiele czynnikéw wynikajacych z
niezdrowego trybu zycia takich jak: brak wystarczajacej ilosci aktywnosci fizycznej,
siedzacy tryb zycia, palenie papierosoOw czy naduzywanie alkoholu. W 55% procentach
przypadkéw cukrzycy typu II wérdd chorych wystepuje otylosé. Uwaza sig, ze wzrost
dziecigcej otytosci na przestrzeni od 1960 do 2000 roku wptynat na zwickszenie si¢ liczby
przypadkéw cukrzycy typu II u dzieci 1 os6b w wieku dojrzewania. Ponadto istnieja
roOwniez stany patofizjologiczne, ktére moga zwickszy¢ ryzyko wystgpienia lub
zaostrzenia cukrzycy typu I, takie jak: nadcisnienie, podwyzszony cholesterol (mieszana
hiperlipidemia) oraz zesp6t metaboliczny (znany réwniez jako zespdt X lub zespot

Reavena). Ponadto do tej pory opisano szereg gendéw, ktore sg zwigzane z rozwojem
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cukrzycy typu II, a nalezg do nich miedzy innymi geny: PPARG, SLC30A8, TCF7L2,
KCNJI11, FTO, WFS1, CDKALI1, NOTCH2, IGF2BP2, HHEX oraz JAZF1 (Olokoba i
wsp. 2012).

Otytosc
Tak Nie
Autoprzeciwciata
Tak
Peptyd-C/insulina *
I Peptyd-C/insulina * | Nie
Niski ! '
| Niski  Wysoki
Wysoki Autoprzeciwciata
Tak Nie
[Typil ] [Typl] [Typlidiopatyczny|[TypIl] [Typl]
albo MODY

*stezenie na czczo w surowicy

Ryc 2. Klasyfikacja cukrzycy (na podst. American Diabetes Association, 2000).

Niniejsza rozprawa doktorska opisuje szereg pionierskich badan podstawowych nad
stabo poznanym mitochondrialnym peptydem MOTS-c 1 jego wplywem na
funkcjonowanie trzustki. Eksperymenty przeprowadzono z zastosowaniem modeli linii
komorkowych aTC-1 oraz INS-1E, ktére reprezentuja odpowiednio komorki typu o oraz
B trzustki, natomiast w kolejnym etapie badan wykorzystano izolowane wyspy

trzustkowe. Do badan uzyto wyspy pozyskane od dwoch modelowych gatunkéw zwierzat
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jakimi sg szczur wedrowny - stado niekrewniacze Wistar oraz §winia domowa zlotnicka.
Badania miaty na celu m.in. zbadanie wptywu MOTS-c na sekrecj¢ hormondw takich jak
glukagon oraz insulina oraz wptywu na ekspresje genéw kodujacych te hormony, jak
rowniez zweryfikowanie sekrecji 1 ekspresji MOTS-c pod wplywem wybranych
substancji, takich jak: hormony trzustkowe, glukoza i wolne kwasy tluszczowe.
Prezentowane wyniki badan nad MOTS-c sg pierwszymi i jedynymi jak do tej pory na
swiecie gdzie peptyd pochodzenia mitochondrialnego byl badany na modelu $§wini

domowe;j.
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5. Hipotezy i cele badan

Hipoteza ogo6lna:

MOTS-c, jako peptyd regulujagcy homeostaze energetyczng ustroju, wptywa na fizjologie

endokrynnej czesci trzustki.

Cel badan:

Podstawowym celem pracy byto ustalenie wpltywu peptydu MOTS-c na funkcjonowanie

komorek a 1 B trzustki oraz izolowanych wysp trzustkowych.

W trakcie badan postawiono szczegdtowe hipotezy i1 cele badawcze odnoszace si¢ do

poszczeg6lnych eksperymentow celem lepszej weryfikacji postawionych hipotez.

5.1. Eksperyment I — badania na komérkach linii aTC-1 i INS-1E

Hipotezy badawcze

1) MOTS-c jest obecny w komorkach linii aTC-1 1 INS-1E.

2) Hormony trzustki i MOTS-c wplywaja wzajemnie na swoja sekrecj¢ oraz
ekspresje kodujacych je genow w komorkach linii aTC-1 1 INS-1E.

3) Wydzielanie MOTS-c oraz jego ekspresja w komodrkach linii aTC-1 1 INS-1E
zmieniajg si¢ pod wplywem substratow energetycznych.

4) MOTS-c wplywa na zywotnos¢ komorek modelowych linii aTC-1 1 INS-1E.

Cele badan

1) Zbadanie obecnosci MOTS-c w komorkach linii aTC-1 1 INS-1E metoda
immunofluorescencji.

2) Zbadanie wzajemnego wplywu MOTS-c na sekrecj¢ 1 ekspresje insuliny oraz
glukagonu w komorkach aTC-1 1 INS-1E.

3) Okreslenie wptywu glukozy 1 wolnych kwasoéw thuszczowych na wydzielanie i
ekspresje MOTS-c w komorkach aTC-1 1 INS-1E.

4) Okreslenie wptywu MOTS-c na przezywalno$¢, proliferacje 1 $miertelno$¢

komorek linii oTC -1 1 INS-1E.
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5.2. Eksperyment II — badania na izolowanych wyspach trzustkowych
Hipotezy badawcze

1) MOTS-c jest obecny w wyspach trzustkowych szczura 1 Swini.

2) Hormony trzustki i MOTS-c wptywaja wzajemnie na swoja sekrecje oraz
ekspresje kodujacych je gendéw w izolowanych wyspach trzustkowych szczura i
$wini.

3) Wydzielanie MOTS-c oraz jego ekspresja w szczurzych i swinskich wyspach
trzustkowych zmieniajg si¢ pod wptywem substratoéw energetycznych.

4) MOTS-c wptywa na zywotno$¢ komoérek izolowanych wysp trzustkowych

szczura 1 $wini.

Cele badan

1) Zbadanie obecnosci MOTS-c w izolowanych wyspach trzustkowych szczura i
$wini metoda immunofluorescencji.

2) Zbadanie wzajemnego wplywu MOTS-c na sekrecj¢ 1 ekspresje insuliny oraz
glukagonu w izolowanych wyspach trzustkowych szczura i §wini.

3) Okreslenie wptywu glukozy i wolnych kwaséw tluszczowych na wydzielanie i
ekspresje¢ MOTS-c w izolowanych wyspach trzustkowych szczura i §wini.

4) Okreslenie wptywu MOTS-c na przezywalno$¢ 1 $miertelnos¢ komorek

1izolowanych wysp trzustkowych szczura i Swini.
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6. Materialy i metody
W celu uzyskania mozliwe jak najpetniejszego obrazu dziatania MOTS-c na endokrynne
komorki trzustki zastosowano w eksperymentach liczne, uzupeiniajace si¢ modele
badawcze. Byty to:

e linia komérkowa aTC-1 komodrek a syntezujaca i uwalniajaca glukagon

e linia komorkowa INS-1E komorek B syntezujaca i uwalniajgca insuling

e wyspy trzustkowe izolowane od szczuréw stada niekrewniaczego Wistar

e wyspy trzustkowe izolowane od prosiat rasy Ziotnicka biata

6.1. Hodowle komérkowe

Hodowle komorek wykorzystanych do przeprowadzenia badan byly prowadzone w
inkubatorze w temperaturze 37°C oraz 5% zawarto$ci CO;. Komorki linii INS-1E
zakupiono w Sigma Aldrich (Saint Louis, MO, USA), natomiast komorki linii aTC-1 klon
9 w ATCC (Manassas, VA, USA). Wszystkie skladniki pozywek do hodowli oraz
eksperymentoéw zostaty zakupione w Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA).

Do hodowli komorek linii INS-1E (Sigma Aldrich, SCC491) uzywano medium 1640 z
Roswell Park Memorial Institute (RPMI, Corning, NY, USA) z dodatkiem 2 g/l NaHCOs3,
2 mM glutaminy, 1% antybiotyku i antymykotyku, 1% pirogronianu sodu, 1% kwasu 4-
(2-hydroksyetylo)1-piperazynoetanosulfonowego (HEPES), 10% ptodowej surowicy
cielgcej bez wolnych kwasow thuszczowych oraz 0,1% B-merkaptoetanolu. Pozywka w
hodowli byta wymieniana dwa razy w tygodniu. Pozywka do eksperymentéw miata taki
sam sklad za wyjatkiem zastgpienia 10% ptodowej surowicy cielecej dodatkiem 0,2%
albuminy z surowicy bydlecej pozbawionej wolnych kwaséw tlhuszczowych. Do
eksperymentu badajacego wplyw réznych stgzen glukozy uzyto pozywki RPMI 1640 bez
glukozy 1 dodano odpowiednie ilosci glukozy by uzyskac stezenia 2 mM, 6 mM oraz 16
mM.

Linia komoérkowa oTC1 klon 9 (ATCC, CRL-2350) byta hodowana przy uzyciu
zmodyfikowanej pozywki Dulbecco Eagle (DMEM) z niskg zawarto$cig glukozy
(Corning, NY, USA). Do pozywki dodano 15 mM HEPES, 0,1 mM roztworu
aminokwasow, 10% ptodowej surowicy cielecej, 0,02% albuminy z surowicy bydlecej
wolnej od wolnych kwasow tluszczowych oraz 1% antybiotyku-antymykotyku. Pozywka

w hodowli byta wymieniana dwa razy w tygodniu. Pozywka do eksperymentow miata
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taki sam sklad, jednak bez dodatku 10% ptodowej surowicy cielecej, ktorg zastapiono
dodatkiem 0,2% albuminy z surowicy bydlecej pozbawionej wolnych kwasow
thuszczowych. Do do$wiadczen z rdznymi stezeniami glukozy uzyto pozywki DMEM
bez glukozy, ktora nastepnie dodano by osiggna¢ koncentracje 2 mM, 6 mM i1 16 mM.

6.2. Wplyw MOTS-c na funkcjonowanie linii komorkowych oraz izolowanych
wysp trzustkowych

W kazdym z eksperymentow dotyczacych wptywu MOTS-c na funkcjonowanie komorek
oraz wysp trzustkowych do pozywki eksperymentalnej (komorki) lub bufor Krebsa-
Ringera (wyspy) (KRB, 115 mM NaCl, 24 mM NaHCOs;, 5 mM KCI, 1 mM MgCla, 1
mM CaCl; oraz 0,5% BSA) dodano peptyd w stezeniach 1, 10 1 100 nM. Dodatkowo byta
obecna réwniez grupa kontrolna, w ktorej komorki nie byty poddane dziataniu MOTS-c.
Peptyd MOTS-c uzyty do doswiadczen zostat zakupiony w firmie Novazym (Poznan,
Polska). Dla komodrek aTC1 zastosowano MOTS-c mysi o nastgpujacej sekwencji
aminokwasow: MKWEEMGYIFL, natomiast dla komorek INS-1E zastosowano MOTS-
¢ szczurzy o sekwencji aminokwasow: MKRKEMGYIFFSQRTLRNPL. Do
eksperymentéw na wyspach pozyskanych od szczuréw uzyto peptyd o sekwencji
aminokwasowej specyficznej dla tego gatunku, natomiast w eksperymentach na wyspach
swinskich wykorzystano sekwencje aminokwasowa MOTS-c odpowiednig dla cztowieka
(MRWQEMGYIFYPRKLR), jako ze sekwencja §wini pozostaje nieznana. Decyzja o
uzyciu w badaniach na $wini peptydu ludzkiego, wymuszona brakiem znajomosci
sekwencji $wini, wynikata tez z wigkszego podobienstwa genetycznego ludzi i $win niz
ludzi i1 szczurow. Cho¢ cztowiek i §winia rozdzielity si¢ ewolucyjnie wczesniej niz linia

prowadzaca do gryzoni dzielg obecnie wigcej, bo az 85-90% wspdlnych gendw.

6.3. Barwienie immunofluorescencyjne linii komorkowych
Komorki przed barwieniem byly zanurzone w 4% paraformaldehydzie przez 10 minut,
nastepnie przeptukane 3-krotnie buforem fosforanowym (PBS). Kolejng czynnoscig byta
permeabilizacja komorek przy uzyciu 1% Triton X-100 w PBS przez 15 minut 1 nast¢pnie
kolejne 3x przeptukanie PBS. Nastepnie blokowano autofluorescencj¢ przy uzyciu 0,1%
glicyny w PBS przez 15 minut i po ktorej usunigciu komorki byly blokowane przy uzyciu

2% albuminy z surowicy bydlecej (BSA) w PBS przez 45 minut.
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Do procesu barwienia uzyto przeciwcial pierwszorzgedowych: anty-MOTS-c i anty-
MOTS-c wraz z peptydem blokujacym 1 syntetycznym MOTS-c; anty-insulina (w
przypadku komorek INS-1E) oraz anty-glukagon (w przypadku komérek aTC1). Peptyd
blokujacy (nr kat. MBS543991; MyBioSource, San Diego, CA, USA) rekomendowany
do uzytego przeciwciata anty-MOTS-c oraz syntetyczny peptyd MOTS-c (Novazym,
Poznan, Polska) zostaty dodane by zablokowa¢ zastosowane przeciwciato i udowodnié
jego specyficzno$s¢ w badanych komorkach. Przeciwciato oraz peptydy blokujace byly
inkubowane ze sobg przez 48 godzin przed uzyciem. Pierwszorzedowe przeciwciala byly
inkubowane z komoérkami przez godzing w st¢zeniu 1:400 w PBS z dodatkiem 0,2%
zelatyny. Nastepnie komorki byly przeptukane trzykrotnie buforem PBS i dodano
przeciwcialo drugorzedowe rowniez w stgzeniu 1:400 w PBS z dodatkiem 0,2% zelatyny
na 15 minut. Nastepnie wybarwiono jadra komorkowe przy uzyciu 4',6-diamidyno-2-
fenyloindolu (DAPI) przez 1 minut¢ i wykonano zdj¢cia przy uzyciu LSM 510 Meta,
Axiovert 200 M, AxioCamHR, LD Plan Neofluar 64x/0,75 Korr Ph2 (Zeiss, Oberkochen,
Niemcy).

Przeciwciata uzyte do barwienia byly nastepujgce: anty-insulina, poliklonalne, kawia
domowa, nr kat. A0564 (Agilent, Santa Clara, CA, USA); anty-glukagon, poliklonalne,
kawia domowa, nr kat. 4031-01F (Merck Millipore, Burlington, MA, USA); anty-MOTS-
¢, poliklonalne, krolik, nr kat. MBS542112 (MyBioSource, San Diego, CA, USA).

Do wykonania barwienia uzyto réwniez wymienionych kolejno przeciwciat
drugorzedowych: Alexa Fluor 488, kozie, anty-kawia domowa IgG, nr kat. A11073 (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) oraz Cy3 kozie, anty-krolicze IgG, nr kat A10520
(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).

6.4. Wydzielanie MOTS-c z linii komérkowych
Oba rodzaje komorek byly inkubowane w plytkach 96 dotkowych z pozywka
eksperymentalng z dodatkiem: a) kwasu oleinowego, stearynowego lub palmitynowego
w stezeniu 200 uM oraz grupa kontrolna bez dodatku zadnego z kwasow, b) 2 mM, 6 mM
oraz 16 mM glukozy. Dodatkowo komorki oTC1 byty inkubowane w pozywce
eksperymentalnej wzbogaconej o glukagon w stezeniach 1, 10 i 100 nM oraz grupa

kontrolna bez dodatku tego hormonu, natomiast komorki INS-1E byty poddane inkubacji
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w pozywce eksperymentalnej z dodatkiem 1, 10 1 100 mM insuliny oraz grupa kontrolna
bez insuliny. Inkubacje trwaty po 1,5 godziny.

By okresli¢ stezenie MOTS-c w pozywce po eksperymencie uzyto testow Rat MOTS-c
kit (Sunred, Szanghaj, Chiny) oraz Mouse MOTS-c kit (Sunred, Szanghaj, Chiny)
zgodnie z dolaczonymi instrukcjami. By znormalizowaé¢ wyniki wykonano test z
bromkiem 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylotetrazoliowym (MTT) po kazdej

inkubacji 1 otrzymane wyniki zestawiono z wynikami z sekrecji.

6.5. Badania nad wydzielaniem MOTS-c z wysp trzustkowych
Przeprowadzono podobne jak w pkt. 6.4 badania na izolowanych wyspach trzustkowych,
ktore byty umieszczone w plytce 48-dotkowej (po 5 wysp na dotek) 1 byty inkubowane
przez 1,5 godziny w KRB zamiast w pozywce. Koncentracja MOTS-c w buforze byta
zmierzona przy pomocy Rat MOTS-c kit oraz Pig MOTS-c kit (SunRed, Szanghaj,

Chiny), zgodnie z instrukcjami dotagczonymi do zestawu.

6.6. Wydzielanie hormonéw z linii komérkowych
Komorki INS-1E byly hodowane na ptytce 96-dotkowej i inkubowane z MOTS-c przez
1,5 godziny. Po zakonczonej inkubacji zmierzono st¢zenie insuliny w pozywce przy
uzyciu testu RI-13K (Merck Millipore, Burlington, MA, USA) zgodnie z dolaczong
instrukcja.
Komorki aTC-1 réwniez byty inkubowane z MOTS-c przez 1,5 godziny. Po tym czasie
zmierzono koncentracj¢ glukagonu w pozywce przy uzyciu testu GL-32K (Merck

Millipore, Burlington, MA, USA) zgodnie z dotagczong instrukcja.

6.7. Wydzielanie hormonéw z wysp trzustkowych
Wyizolowane wyspy byly inkubowane przez 1,5 godziny w plytce 48-dotkowej z
réznymi stezeniami MOTS-c (1 nM, 10 nM i 100 nM lub alternatywnie 10 nM i 100 nM
w KRB) oraz grupa kontrolna bez dodatku MOTS-c. Po zakonczonej inkubacji stezenia
insuliny 1 glukagonu byly zmierzone przy pomocy gatunkowo specyficznych testow
ELISA. Koncentracje insuliny zostaly zmierzone przy uzyciu Rat Insulin (INS) ELISA
Kit oraz Pig Insulin (INS) ELISA Kit, natomiast st¢zenia glukagonu przy pomocy Rat
Glucagon (GC) ELISA Kit, oraz Pig Glucagon (GC) ELISA Kit (wszystkie testy
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zakupiono z firmy SunRed, Szanghaj, Chiny). Testy ELISA zostaty wykonane zgodnie z

instrukcjami dotaczonymi do zestawow.

6.8. Pozywka oraz KRB z dodatkiem wolnych kwasow tluszczowych
Przed dodaniem pozywki do hodowli komérkowych, ogrzane wolne kwasy tluszczowe
byty dodane do pozywki w stezeniu 200 pM. Nastepnie pozywka byla umieszczona w
tazni wodnej w temperaturze 37°C na 3 h by umozliwi¢ sprzegnigcie wolnych kwasow
thuszczowych z albuming z surowicy bydlecej obecng w pozywce. Podobny proces z
buforem Krebsa-Ringera poprzedzal analogiczne eksperymenty na wyspach

trzustkowych.

6.9. MTT
Komorki oraz wyspy trzustkowe byly inkubowane przez 24 godziny w odpowiednio
pozywce i KRB z dodatkiem MOTS-c. Po tym czasie na ptytkach 96-dotkowych
przeprowadzono test MTT. Roztwor roboczy z 0,05% MTT (Merck, Darmstad, Niemcy)
byl dodany do kazdego dotka na ptytce, ktora nastepnie byta umieszczona w inkubatorze
przez 25 minut. W kolejnym kroku usuni¢to medium z ptytki, a komorki rozpuszczono w
100 pl dimetylosulfotlenku (DMSO). Plytke umieszczono w termomikserze w
temperaturze 37°C i mieszano delikatnie przez 5 minut. Nast¢pnie zmierzono absorbancje
przy dlugosci fali 570 nm oraz dokonano pomiaru tta przy dtugosci 650 nm na Synergy

2 (Agilent, Santa Clara, CA, USA).

6.10. BrdU
Komoérki byty hodowane na ptytkach 96-dotkowych i inkubowane z dodatkiem MOTS-c
przez 24 godziny. Po zakonczonej inkubacji dodano 5-bromo-2’deoksyurydyne (BrdU) i
przeprowadzono test przy uzyciu zestawu Cell Proliferation ELISA, BrdU
(kolorymetryczny) (Roche, Basel, Switzerland) zgodnie z dotaczong instrukcja.

6.11. Smiertelno$é komorek

Komorki oraz izolowane wyspy trzustkowe byty inkubowane z dodatkiem peptydu

MOTS-c na plytkach 96-dotkowych. By zbada¢ $miertelno$¢ komorek uzyto testu Cell
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Death Detection ELISA Plus (Roche, Basel, Switzerland) zgodnie z instrukcja dotaczong

do zestawu.

6.12. Ekstrakcja RNA, odwrotna transkrypcja i reakcja PCR
Komorki oraz wyspy trzustkowe inkubowano z MOTS-c przez 24 godziny w 12-
dotkowych ptytkach. Nastepnie wyizolowano RNA przy uzyciu Extrazolu zakupionego
w BLIRT (Gdansk, Polska) w przypadku komorek oraz TRIzolu w przypadku wysp
zgodnie z protokotami izolacji dotgczonymi do instrukcji.
Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono uzywajac High Output cDNA Reverse
Transcrtiption Kit (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) zgodnie z instrukcja
dotaczong do zestawu.
Odczynnikiem uzytym podczas reakcji tancuchowej polimerazy byt HOT FIREPol
EvaGreen qPCR Mix Plus (Solis BioDyne OU, Tartu, Estonia). Reakcja byla
przeprowadzona w QuantStudio™ 12 K Flex System (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA).
Reakcja PCR dla prob z linii komorkowych byla przeprowadzona w objetosci 10 pl,
zawierajacej 5 ul HOT FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus, 2 pl zestawu primerow (w
stezeniu 2,5 uM) oraz 3 pl cDNA. Warunki reakcji PCR byly nastgpujace: denaturacja
wstepna w temperaturze 95°C przez 10 min, kolejno 40 cykli denaturacji w 95°C przez
15 s, przytaczanie starterow w 60°C przez 1 min. oraz wydluzanie w 72°C przez 20 s.
Nastepnie przeprowadzono analiz¢ krzywej topnienia w nastepujacych krokach 95°C
przez 15 sekund, 60°C przez 60 s oraz 95°C przez 15 s.
Reakcja PCR dla préb z wysp trzustkowych zostata przeprowadzona w warunkach takich
jak w przypadku badan dotyczacych linii komorkowych, jednak ze zmieniong

temperaturg przytaczania na 61°C.
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Gen Starter Forward Starter Reverse

Szczur

Insulina CCAGTTGGTAGAGGGAGCAG AGACCATCAGCAAGCAAGCGGTC
Receptor insuliny | CAGAAAAACCTCTTCAGGCAAT | TTCAAGGGATCTTCGCTTTC
Glukagon AAGATGGTTGTGAATGGTGAAA | TGAGATGAACACGATTCTCGAT
Receptor glukagonu | TTCTGTTGCAGACCAGCTCA GTGACCAGTGCCACCACA
GAPDH CTGCACCACCAACTGCTTAG TGATGGCATGGACTGTGG

Mysz

Glukagon CAGAAAAACCTCTTCAGGCAAT | TTGCACCAGCATTATAAGCAA
Receptor glukagonu | GATCCGAGTACGCTCGAGGA GTTGTGGTGGCATTGGTCAC
GAPDH ATGGTG AAGGTCGGTGTGA AATCTCCACTTTGCCACTGC
Swinia

Insulina GTGGCATCGTGGAGCAGT CGGCCTAGTTGCAGTAGTTCTC
Receptor insuliny | AACGCCAGGGACATCGTCAA CTTTGGACACCACCCCCAGG
Glukagon CATCAGCCACTGCACAAAAT AGGGCACGTTTACCAGTGAC
Receptor glukagonu | GTCACGAAGGCAAACACCAC CTGCCCTGGTACCACAAAGT
TBP TTGAGAACATCTACCCTATCC CGTCCACAACACCACCATT

Tabela 2. Sekwencje starterow uzytych w reakcjach PCR (5°-3”)

6.13. Izolacja bialka
Komoérki byty inkubowane z MOTS-c w 6-dotkowych ptytkach., a wyspy w ptytkach 12
dotkowych przez 24 godziny. Nastepnie zostaty zebrane przy uzyciu buforu RIPA
(radioimmunoprecipitation assay buffer) z dodatkiem inhibitorow proteaz. Lizat zostal
wymieszany 1 zwirowany dwukrotnie w miniwirdwce oraz umieszczony w
termomikserze w 4°C, gdzie byl mieszany przy predkosci 900 rpm przez 10 minut. Po
uptywie tego czasu probowki byly wirowane przy predkosci 13000 x g przez 10 minut.
Otrzymany supernatant zawierajacy biatko zostal przeniesiony do nowych probdwek i
zostala zmierzona koncentracja biatka przy uzyciu testu Pierce BCA Protein Assay
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

6.14. Western blot
Rowne objetosci biatka wraz z dodatkiem Laemmli i B-merkaptoetanolu zostaly

rozdzielone podczas elektroforezy w zelu zawierajacym 12% poliakrylamid w obecno$ci

30



buforu SDS-PAGE, a nastgpnie przeniesione na membrang PVDF (Roche, Bazylea,
Szwajcaria). By unikna¢ niespecyficznych wigzan membrana zostata zablokowana przy
uzyciu 3% roztworu albuminy surowicy bydlecej. Kolejno inkubowano membrang przez
calag noc w 4°C z przeciwcialami pierwszorzgdowymi: anty-MOTS-c, anty-receptor
insuliny, anty-receptor glukagonu w rozcienczeniu 1:1000.

Po zakonczeniu inkubacji membrana zostala przeptukana trzykrotnie przy uzyciu buforu
TBST 1 umieszczona w roztworze przeciwciata drugorzedowego (anty-krolicze) w
rozcienczeniu 1:5000 przez 1,5 godziny. Po kolejnym plukaniu za pomoca TBST, sygnat
z membrany zostal zwizualizowany przy pomocy Super Signal™ West Pico PLUS
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Nastgpnie membrana byta inkubowana
z przeciwciatem anty-B-aktyna przez calg noc w 4°C, przeptukana TBST i inkubowana z
przeciwcialem drugorzedowym (anty-mysie) przez 1 godzing. Sygnat byt
zwizualizowany za pomocg Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA). Proces wizualizacji byl wykonany w urzadzeniu ChemiDoc MP Imaging system
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

Przeciwciata pierwszorzedowe oraz peptyd blokujacy uzyte w tej metodzie byty
nastgpujace: anty-MOTS-c, poliklonalne krélicze, nr kat MBS542112 (MyBioSource,
San Diego, CA, USA), peptyd blokujacy nr kat MBS543991 MyBioSource, San Diego,
CA, USA anty-receptor insuliny region S$rodkowy, poliklonalne krélicze, nr kat
MBS3205807 (MyBioSource, San Diego, CA, USA), anty-receptor glukagonu,
poliklonalne, krolik, nr kat. OAAF04902 (Aviva Systems Biology, San Diego, CA, USA),
anty-p-aktyna (nr kat. A1978, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Uzyto nastepujacych przeciwciat drugorzedowych: anty-krdlicze 1gG, nr kat. 7074P2
(Cell Signaling, Danvers, MA, USA), anty-mysie IgG, nr kat A2304 (Sigma Aldrich,
Saint Louis, MO, USA).

6.15. Zwierzeta wykorzystane do badan
Samce szczurow niekrewniaczego stada Wistar zostaty zakupione w Zwierzgtarni
Instytutu Medycyny Dos$wiadczalnej 1 Klinicznej im. M. Mossakowskiego Polskiej
Akademii Nauk. Prosieta $wini Zlotnickiej bialej wazace 7-8 kg zostaly zakupione z
Gospodarstwa Do$wiadczalnego Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu (Swadzim).

Wszystkie czynnos$ci na zwierzetach zostaty przeprowadzone zgodnie z polskim prawem.
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Zwierzeta wykorzystano jedynie do po$miertnego pozyskania tkanek nie wykonujac na

nich zadnych procedur.

6.16. Izolacja wysp trzustkowych - szczur
Samce szczurow Wistar zostaly poddane dekapitacji i1 skrwawieniu, nast¢pnie
przystapiono do procedury pozyskania wysp trzustkowych. Otwarto jame otrzewnej i
zatozono zaciski na dwunastnicy na uj$ciu przewodu trzustkowego. Przewod trzustkowy
zostal nacigty 1 wprowadzono kaniulg. Przez przewo6d dokonano iniekcji do trzustki 13
ml buforu Hanksa (HBSS, 0,137 M NacCl, 5,37 mM KCI, 4,17 mM NaHCOs3, 1,26 mM
CaCl,, 0,84 mM MgSOs, 0,44 mM KH>POy4, 1 0,34 mM NaxHPO4) zawierajacego 13
jednostek Wunsch’a Liberazy TL (nr kat. 05401012001, Roche, Bazylea, Szwajcaria).
Nastepnie wycigto trzustke 1 przeniesiono do probowki typu Falcon, ktorg umieszczono
w lazni wodnej w temp. 37°C na 11 minut. Po zakonczonej inkubacji probéwke
energicznie wstrzasano przez 30 sekund. Trawienie enzymatyczne zatrzymano przez
dodanie HBSS z dodatkiem 10% surowicy plodowej bydlecej (FBS). Obserwujac
powstaly roztwor przy uzyciu binokularu stereoskopowego (Delta Optical, Poznan,
Polska) wyspy trzustkowe recznie przenoszono do buforu Krebsa-Ringera (KRB,
115 mM NacCl, 24 mM NaHCO3, 5 mM KCI, 1 mM MgCl,, I mM CacCl; oraz 0,5% BSA)
zawierajacego glukoze w stezeniu 6 mM. Przed dalszymi eksperymentami wyspy
umieszczono w inkubatorze w 37°C 1 stezeniu CO; wynoszacym 5% na 1,5 godziny
celem regeneracji. Na izolacjc RNA oraz biatka w kazdym eksperymencie zostato
zebrane po okoto 50 wysp. Do izolacji RNA wyspy zostaly zamrozone w 500 ul TRIzol
(nr kat. 15596026, Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA), natomiast do izolacji
biatka zebrane wyspy zamrozono w 50 ul RIPA (nr kat. 20-188, Merck Millipore,
Burlington, MA, USA). Probowki z materialem byly przechowywane w temperaturze

-80°C do czasu dalszych czynnosci.

6.17. Izolacja wysp trzustkowych — §winia
Wyspy trzustkowe byly izolowane ze §win rasy Ziotnicka biala przez enzymatyczne
trawienie trzustki. Zwierzgta zostalty usmiercone przez przedawkowanie anestetykow i
srodkow znieczulajacych (metedomidyna 200 pg/kg masy ciata oraz ketamina 40 mg/kg

masy ciata), nastepnie skrwawione przez punkcje serca. Trzustka zostala wycieta i
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umieszczona w buforze HBSS. Do dalszej izolacji pobrano ok 2 g narzadu i umieszczono
w probowce typu Falcon zawierajacej 10 ml HBSS i poci¢to nozyczkami na drobne
kawatki. Do roztworu dodano kolagenaz¢ P (nr kat. 11213873001, Roche, Bazylea,
Szwajcaria) w ilosci 1 U/ml, aby rozpoczg¢ trawienie enzymatyczne. Probowke
umieszczono w tazni wodnej w temp. 37°C na 12 minut, a po uptywie tego czasu wyjeto
1 energicznie potrzasano przez 1 minut¢. Dziatanie enzymu trawigcego zatrzymano przez
dodanie do 90 ml HBSS z dodatkiem 10% FBS. Tkanka zostata przeptukana, 1 obserwujac
ja pod binokularem stereoskopowym (Delta Optical, Poznan, Polska), wyspy trzustkowe
recznie przenoszono do KRB zawierajagcego 6 mM glukozy. Podobnie jak w przypadku
wysp szczurzych, §winskie wyspy umieszczono w inkubatorze na 1,5 godziny celem
regeneracji. Zebrano po okoto 50 wysp do izolacji RNA oraz biatka. Do izolacji RNA
wyspy zostaty zamrozone w 500 pl TRIzol (nr kat. 15596026, Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA, USA), natomiast do izolacji biatka zebrane wyspy zamrozono w 50 pl
RIPA (nr kat. 20-188, Merck Millipore, Burlington, MA, USA). Probowki z materiatem

byly przechowywane w temperaturze -80°C do czasu dalszych czynnoSci.

6.18. Barwienie immunofluorescencyjne wysp trzustkowych

Wyciete fragmenty trzustki szczura i §wini zostaly umieszczone w odczynniku Bouina
(150 ml kwasu pikrynowego, 50 ml formaldehydu, 10 ml kwasu octowego, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). Nastepnie tkanki zatopiono w parafinie i pokrojono na
skrawki grubosci 5 pum przy uzyciu mikrotonu. Parafina zostala usunigta przez
podgrzewanie szkietek ze skrawkami do 60°C przez 45 min. Nastgpnie probki zostaty
uwodnione w szeregu stezen alkoholu (100%, 85%, 70%, 60%, 50%, woda). Dodatkowe
uwidocznienie antygenow odbylo si¢ przez gotowanie skrawkéw w  buforze
cytrynianowym (pH 6, 10 mM cytrynian dwusodowy 1 0,05% Tween-20) 3 x 5 minut i
chlodzenie przez 20 minut w temperaturze pokojowej. Kolejno probki byly
przeplukiwane woda przez 5 minut. Fragmenty tkanek na szkietku obrysowano Dako Pen
by utrzymac¢ dalsze reagenty podczas inkubacji.

Celem redukcji autofluorescencji probki byty inkubowane w 15 mM roztworze glicyny
przez 5 min, plukane PBS, inkubowane w roztworze 0,2% zelatyny oraz kolejny raz
ptukane PBS. Podano nast¢pnie przeciwciala pierwszorzedowe: anty-MOTS-c, w

stezeniu 1:200 (bez oraz z dodatkiem 100 ul peptydu blokujacego w stezeniu 2,5 mg/ml);
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anty-insuling w stezeniu 1:400 oraz anty-glukagon w stezeniu 1:400 w PBS z dodatkiem
0,2% zelatyny. Skrawki byly inkubowane z przeciwciatami pierwszorzedowymi przez
calg noc. Dodatkowo przeciwciato anty-MOTS-c inkubowato si¢ z peptydem blokujagcym
przez 48 godzin przed wykonaniem barwienia. Po zakonczonej inkubacji probki zostaly
przeptukane i inkubowane w PBS z dodatkiem 0,2% zelatyny przez 1 godzing.
Przeciwciata drugorzedowe zostaly podane na probke w stezeniu 1:400 w PBS z 0,2%
zelatyny na 15 minut. Ostatnim etapem byto barwienie jader komorkowych przy uzyciu
DAPI przez 1 minute. Zdjecia zostalty wykonane przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego Leica DMIS (aparat Leica K5-14403549, 16 bitow, 2048 pikeli,
oprogramowanie LAS X, obiektyw HC PL FLUOTAR L 20x/0,40 DRY, apertura 0,4).
Przeciwciata 1 peptyd blokujacy uzyte w procesie barwienia byly nastgpujace: anty-
MOTS-c, krolik, poliklonalne (nr kat. MBS542112, MyBioSource, San Diego, CA,
USA); peptyd blokujacy nr kat MBS543991 MyBioSource, San Diego, CA, USA; anty-
insulina, poliklonalne, kawia domowa (nr kat. A0564, Agilent, Santa Clara, CA, USA)
oraz anty-glukagon, poliklonalne, kawia domowa, nr kat 4031-01F, Merck Millipore,
Burlington, MA, USA). Wykorzystano rowniez nastgpujace przeciwciata drugorzedowe:
Alexa Fluor 488, kozie, anty-kawia domowa, IgG (nr kat. A11073, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) oraz Cy3, kozie, anty-krolik IgG (nr kat. A10520, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA).

6.19. Analiza statystyczna
Wszystkie analizy zostaty wykonane przy uzyciu oprogramowania GraphPad Prism 6.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Wyniki zostaly przedstawione jako $rednia
arytmetyczna = SEM. Istotno$¢ roéznic zostata sprawdzona przy uzyciu jednoczynnikowe;j
analizy wariancji (ANOVA) wraz z testem post hoc Dunnetta, poréwnujac wyniki z grupg
kontrolng. Dodatkowo gdy porownywano wszystkie grupy ze soba (w przypadku
eksperymentu z réznymi st¢zeniami glukozy, gdzie nie ma klasycznej kontroli bez
glukozy) wykonano test post hoc Tukeya. Istotnos$¢ statystyczna oznaczono jako * dla

p<0,05 oraz ** dla p<0,01.
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7. Wyniki

Szczegdlowe wyniki oraz wykresy dotyczace badan wptywu peptydu MOTS-c na
trzustkowe linie komorkowe INS-1E i aTC-1 oraz izolowane wyspy trzustkowe zawarte
sa w publikacjach:

1) Linie komorkowe: Jakub Bien, Ewa Pruszynska-Oszmatek, Pawet Kotodziejski,
Dawid Szczepankiewicz, Maciej Sassek. MOTS-c regulates pancreatic alpha and
beta cell functions in vitro.

2) Wyspy trzustkowe: Jakub Bien, Ewa Pruszynska-Oszmatek, Pawet Kotodziejski,
Natalia Leciejewska, Dawid Szczepankiewicz, Emilia Grzeda, Maciej Sassek.

MOTS-c modulates pancreatic islet function in rats and pigs in vitro.

7.1. MOTS-c jest obecny w komorkach INS-1E oraz aTC-1
Barwienie immunofluorescencyjne wykazato obecnos$¢ peptydu MOTS-c w komoérkach
obu badanych linii: INS-1E oraz oTC-1 (Fig. 1 a, g). Inkubacja wraz z peptydem
blokujacym spowodowata zanik specyficznego sygnatu MOTS-c¢ (Fig. 1 b, h).
Dodatkowo wykonano barwienie ukazujace obecno$¢ insuliny (w komorkach INS-1E)
oraz glukagonu (w komorkach linii aTC-1) (Fig. 1 e, k). Nalozone obrazy z tego
eksperymentu pokazuja kolokalizacj¢ MOTS-c wraz z wyzej wymienionymi hormonami

w liniach komorkowych reprezentujacych komorki endokrynne trzustki (Fig. 1 £, 1).

7.2. Insulina i glukagon zwi¢kszaja sekrecje i ekspresje MOTS-c¢ w komorkach
INS-1E oraz aTC-1

Inkubacja komorek INS-1E z insuling w stezeniu 10 nM przez 1,5 godziny spowodowata
istotne zwiekszenie sekrecji MOTS-c do medium w poroéwnaniu z grupg kontrolng (Fig.
2 a). Ponadto ekspresja MOTS-c na poziomie biatka byta istotnie wyzsza w komorkach
inkubowanych przez 24 godziny z insuling w stezeniu 10 nM oraz 100 nM w poréwnaniu
do grupy bez dodatku tego hormonu (Fig. 2 b).
Podobne wyniki otrzymano w badaniu wptywu glukagonu na sekrecje i ekspresje MOTS-
¢ w komérkach aTC-1. Po 1,5 godzinie inkubacji z glukagonem w stezeniu 10 nM,
zaobserwowano istotny wzrost stezenia MOTS-c w poréwnaniu z grupg kontrolna (Fig.

2 ¢). Dodatkowo ekspresja MOTS-c na poziomie biatka wzrosta istotnie w komodrkach
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inkubowanych przez 24 godziny z glukagonem w st¢zeniach 10 nM i 100 nM w

porownaniu z komoérkami inkubowanymi w pozywce bez glukagonu (Fig. 2 d).

7.3. MOTS-c wplywa na ekspresje i sekrecje¢ insuliny i glukagonu oraz ich
receptorow

Po przeprowadzeniu eksperymentu, w ktérym komodrki INS-1E byly inkubowane z
MOTS-c przez 1,5 godziny zaobserwowano spadek sekrecji insuliny w grupie ze
stezeniem 10 nM MOTS-c (Fig. 3 a). Co wigcej, ekspresja genu insuliny byta obnizona
w komorkach, ktore byty inkubowane z MOTS-c w stezeniach 10 nM oraz 100 nM (Fig.
3 b). Po 24 godzinnej inkubacji komorek INS-1E z MOTS-c w stgzeniu 100 nM
zaobserwowano wzrost ekspresji genu receptora insuliny (Fig. 3 c), jednakze na poziomie
biatka ekspresja receptora insuliny byta wyzsza w komorkach inkubowanych z MOTS-c
w stezeniu 10 nM (Fig. 3 d).
Podobne badanie przeprowadzone na komoérkach aTC-1, sprawdzajace wptyw MOTS-c
na sekrecj¢ 1 ekspresje glukagonu oraz jego receptora wykazato dzialanie stymulujace
sekrecj¢ tego hormonu po inkubacji komoérek z MOTS-c w stezeniu 100 nM przez 1,5
godziny (Fig. 3 e). Ekspresja mRNA glukagonu wzrosta rowniez przy inkubacji komorek
w obecno$ci MOTS-c w stezeniu 100 nM przez 24 godziny (Fig. 3 f). Nie wykazano
natomiast wptywu MOTS-c na ekspresj¢ receptora glukagonu (Fig. 3 g, h).

7.4. Sekrecja i ekspresja genu MOTS-c zmienia si¢ w zaleznoSci od stezenia
glukozy w pozywce

Po inkubacji komoérek INS-1E przez 1,5 godziny w pozywkach z glukoza w stezeniach 2
mM, 6 mM 1 16 mM zaobserwowano wzrost wydzielania MOTS-c przez komorki
inkubowane z glukozg w st¢zeniu 2 mM w poréwnaniu do komoérek z grupy z glukozg w
stezeniu 16 mM (Fig. 4 a). Ponadto wykazano réznice w ekspresji MOTS-c na poziomie
biatka w komorkach inkubowanych przez 24 godziny z glukoza w st¢zeniu 2 mM w
poréwnaniu do tych inkubowanych z glukoza w stezeniu 6 mM (Fig. 4 b).
W analogicznym eksperymencie z komodrkami oTC-1 zaobserwowano wzrost
wydzielania MOTS-¢c w komorkach inkubowanych z glukozg 2 mM oraz 16 mM w
porownaniu do grupy inkubowanej z glukoza 6 mM (Fig. 4 ¢). Po zbadaniu ekspresji

MOTS-¢c w komoérkach oTC-1 wyniki wskazuja na wzrost ekspresji w grupie
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inkubowanej z 2 mM glukoza w poréwnaniu do komorek inkubowanych z glukoza 6 mM

(Fig. 4 d).

7.5. Wolne kwasy tluszczowe zwiekszajg wydzielanie MOTS-c z komoérek INS-
1E, ale obnizaja w komorkach aTC-1

Po 1,5 godzinie inkubacji komoérek INS-1E z kwasem oleinowym i stearynowym
zaobserwowano wzrost sekrecji MOTS-c w porownaniu z grupa kontrolng (Fig. 5 a). W
przypadku komorek oTC-1 obserwowany efekt byt odwrotny. Kazdy z uzytych w
doswiadczeniu kwasow (oleinowy, palmitynowy oraz stearynowy) spowodowat spadek
wydzielania MOTS-c przez komoérki w poréwnaniu z grupa kontrolng (Fig. 5 ¢). Po
zbadaniu ekspresji MOTS-c na poziomie biatka zaobserwowano jej obnizenie w
przypadku inkubacji z kwasem stearynowym w eksperymentach z wykorzystaniem obu

linii komoérkowych (Fig. 5 b, d).

7.6. MOTS-c zwieksza zywotno$¢ komorek INS-1E oraz obniza zywotnosé
komoérek aTC-1

Po 24 godzinnej inkubacji z MOTS-c, zaobserwowano wzrost Zywotno$ci komorek INS-

1E w grupie ze st¢zeniem 100 nM peptydu w poréwnaniu z grupa kontrolng (Fig. 6 a),

natomiast w do§wiadczeniu na komorkach aTC-1 wykazano spadek zywotnosci w grupie

z 10 nM MOTS-c w poréwnaniu z grupg kontrolng (Fig. 6 b).

7.7. MOTS-c obniza proliferacj¢ komorek aTC-1, ale nie wplywa na proliferacje
komorek INS-1E

Po dobie inkubacji komoérek aTC-1 z dodatkiem 100 nM MOTS-c zaobserwowano

spadek proliferacji wzgledem grupy kontrolnej (Fig. 6 d). W doswiadczeniu na

komorkach INS-1E nie zaobserwowano istotnych réznic miedzy grupami (Fig. 6 c).

7.8. MOTS-c wplywa na obnizenie apoptozy komorek INS-1E oraz aTC-1
Po catodobowej inkubacji komdrek obu linii z MOTS-c wykazano spadek apoptozy w
poréwnaniu z grupa kontrolng. W przypadku komorek INS-1E zmiany zaobserwowano

w grupach z MOTS-c w stezeniach 10 oraz 100 nM, natomiast w do$wiadczeniu z
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komorkami aTC-1, spadek obserwowany byt tylko w grupie z MOTS-c w st¢zeniu 10
nM (Fig. 6 ¢, f).

7.9. Przeciwcialo anty-MOTS-c jest specyficzne dla Swinskiego MOTS-c

W celu potwierdzenia specyficznos$ci przeciwciala anty-MOTS-c dla peptydu badanego
gatunku (§wini) przeprowadzono analize Western Blot uzywajac trzustek pozyskanych
od szczura 1 $wini (Fig. 1). Na membranie inkubowanej z przeciwciatem anty-MOTS-c
byl jeden wyrazny sygnat w probce pochodzacej od szczura oraz jeden w probce
pochodzacej od $wini. Sygnaly te zanikly gdy przeciwcialo bylo preinkubowane z
peptydem blokujacym MOTS-c¢ dedykowanym do tego przeciwciala, co potwierdzito
specyficznos¢ tego przeciwciata. Co ciekawe, sygnaly MOTS-c na kazdej z linii pojawity
si¢ na roznych wysokosciach, co swiadczy o r6znej masie czgsteczkowej tego peptydu
mie¢dzy badanymi gatunkami. Taka obserwacja sugeruje inng sekwencj¢ aminokwasowa
i/lub strukture przestrzenng tego peptydu. Prawdopodobnie zwigzane jest to z tworzeniem
ztozonych oligomerow MOTS-c u $wini. Z uwagi na podobng mas¢ czasteczkowa
swinskiego MOTS-c do B-aktyny, w przypadku eksperymentow na $wini jako biatka
referencyjnego w metodzie Western Blot uzyto GAPDH.

7.10. MOTS-c jest obecny w szczurzych i Swinskich wyspach trzustkowych
Z uwagi na btad edytorski, ktorego mimo stosownej korespondencji z wydawnictwem nie
udato si¢ poprawi¢, wyniki dotyczace barwienia immunofluorescencyjnego zostang
omoOwione tu wraz z zamieszczeniem fotografii i ich prawidlowych opisow.
Barwienie immunofluorescencyjne izolowanych wysp trzustkowych potwierdzito
obecnos¢ MOTS-c u obu badanych gatunkéw (Ryc. 3 ai14 a). Specyficznos¢ tego sygnatu
zostala potwierdzona poprzez wykorzystanie preinkubacji przeciwciata z peptydem
blokujacym (Ryc. 3d i 4d). Dodatkowo przeprowadzono barwienie insuliny oraz
glukagonu obecnego w wyspach, aby sprawdzi¢ kolokalizacie MOTS-c z tymi
hormonami (Ryc. 5 d, h; 6 d, h). W szczurzej wyspie MOTS-c zostal wykryty w trzustce
zardbwno w czesci egzokrynnej 1 endokrynnej, natomiast u $wini MOTS-c znajdowat si¢
jedynie w wyspach trzustkowych, czyli endokrynnej czesci tego narzadu. Kolokalizacja
tego peptydu wykazala u szczura, ze MOTS-c nie jest produkowany przez specyficzne

komorki, natomiast znajduje si¢ w komodrkach wydzielajacych zaréwno insuling jak 1
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glukagon. U $wini rowniez stwierdzono kolokalizacje MOTS-c z powyzszymi
hormonami, jednak u tego gatunku, obecno§¢ MOTS-c jest zarejestrowano tylko w
komorkach wysp trzustkowych, 1 to nie we wszystkich, ktore produkuja w tej strukturze

insuling lub glukagon.

Ryc. 3 Barwienie immunofluorescencyjne trzustki szczura: a) MOTS-c w wyspie
trzustkowej szczura, b) barwienie DAPI, c) natozone obrazy a i b, d) zanikajacy sygnat

MOTS-c po uzyciu peptydu blokujacego, e) barwienie DAPI, f) natozone obrazy d i e.
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Ryc 4. Barwienie immunogluorescencyjne trzustki §wini a) MOTS-c w wyspie
trzustkowej $wini, b) barwienie DAPI, c¢) natozone obrazy a i b, d) zanikajacy sygnat

MOTS-c po uzyciu peptydu blokujacego, e) barwienie DAPI, f) natozone obrazy d i e.
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Ryc 5. Barwienie immunofluorescencyjne trzustki szczura: a) MOTS-c b) insulina, c)
barwienie DAPI, d) kolokalizacja MOTS-c 1 insuliny, ¢) MOTS-c, f) glukagon, g)
barwienie DAPI, h) kolokalizacja MOTS-c i glukagonu.
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Ryc 6. Barwienie immunofluorescencyjne trzustki $wini: a) MOTS-c b) insulina, c)
barwienie DAPI, d) kolokalizacja MOTS-c 1 insuliny, ¢) MOTS-c, f) glukagon, g)
barwienie DAPI, h) kolokalizacja MOTS-c i glukagonu.
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7.11. Skladniki pokarmowe oraz hormony trzustkowe zmieniaja ekspresje
oraz sekrecje MOTS-c ze szczurzych wysp trzustkowych

Po inkubacji szczurzych wysp trzustkowych z dodatkiem glukozy w stezeniu 2 mM
zaobserwowano zwigkszenie sekrecji MOTS-c, jednak nie wykazano zmian w
intensywnos$ci ekspresji na poziomie biatka (Fig. 6 a, b). Dodatek wolnych kwasow
thuszczowych do buforu, w ktorym byly inkubowane wyspy trzustkowe szczura nie
wptynal na zmiany w sekrecji oraz ekspresji MOTS-c (Fig. 6 c, d). Istotne zmiany
nastapily natomiast po inkubacji wysp z dodatkiem insuliny, w kazdej z badanych grup
wykazano wzrost sekrecji MOTS-c. Ponadto zaobserwowano wzrost ekspresji MOTS-c
na poziomie biatka w wyspach inkubowanych z insuling w stezeniu 100 nM (Fig. 6 e, f).
Inkubacja z dodatkiem glukagonu wykazata znaczacy wzrost sekrecji MOTS-c w grupie
z glukagonem w stezeniu 10 nM, natomiast nie wykryto zmian w ekspresji MOTS-c na

poziomie biatka (Fig. 6 g, h).

7.12. MOTS-c obniza wydzielanie insuliny oraz glukagonu, ale zwi¢ksza ich
ekspresje na poziomie RNA w wyspach trzustkowych szczura

Po inkubacji szczurzych wysp trzustkowych z MOTS-c zaobserwowano obnizone
wydzielanie insuliny w grupach z peptydem w stezeniach 10 oraz 100 nM (Fig. 7 a) oraz
spadek wydzielania glukagonu przy stezeniu 10 nM (Fig. 7 b). W przypadku ekspres;ji
tych hormonéw na poziomie RNA, wykazano wzrost ekspresji insuliny po dodaniu 10
nM MOTS-c do medium inkubacyjnego, natomiast dla glukagonu zmiany pojawily si¢ w
grupie z MOTS-c w stezeniu 100 nM. Przeprowadzono réwniez badania ekspresji genow
kodujacych receptor insuliny oraz glukagonu na poziomie transkrytpu mRNA po
inkubacji wysp z MOTS-c, ktore wykazaty jedynie wzrost ekspresji receptora insuliny w

grupie z MOTS-c w stezeniu 10 nM.

7.13. Skladniki pokarmowe oraz hormony trzustkowe wplywaja na
wydzielanie MOTS-c, ale nie na jego ekspresje w Swinskich wyspach
trzustkowych

W eksperymencie, gdzie inkubowano wyspy trzustkowe §wini w réznych stgzeniach
glukozy, zaobserwowano spadek sekrecji MOTS-c w grupach z glukoza w stezeniach 2 i

16 mM w poréwnaniu z grupg z glukozg 6 mM, nie wykryto natomiast zmian w ekspresji
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tego peptydu (Fig. 8 a, b). Inkubacja $§winskich wysp trzustkowych z glukagonem w
stezeniu 100 nM spowodowata spadek wydzielania MOTS-c, natomiast w
eksperymencie, gdzie wyspy byly inkubowane z insuling, w grupie z 100 nM hormonu
zaobserwowano wzrost sekrecji MOTS-c (Fig. 8 e, g). Nie wykryto jednakze istotnych
zmian w ekspresji MOTS-c na poziomie biatka po inkubacji wysp z tymi hormonami.

Nie wykazano réwniez zmian w sekrecji i ekspresji MOTS-c po inkubacji z wolnymi

kwasami tluszczowymi (Fig. 8c, d).

7.14. MOTS-c wplywa na ekspresje i sekrecj¢ insuliny i glukagonu oraz ich
receptorow w swinskich wyspach trzustkowych

Po inkubacji wysp trzustkowych pochodzacych od $wini z MOTS-¢c w rdéznych

stezeniach, zaobserwowano wzrost sekrecji glukagonu w grupie z dodatkiem MOTS-c w

stezeniu 100 nM (Fig. 9 b). Inkubacja wysp $wini z MOTS-c spowodowata spadek

ekspresji glukagonu i insuliny na poziomie transkryptu mRNA w grupach z peptydem w

stezeniu odpowiednio 10 1 100 nM. (Fig. 9 c, d). Nie zaobserwowano natomiast zadnych

zmian w ekspresji genow receptora insuliny oraz glukagonu (Fig. 9 e, f).

7.15. MOTS-c zwigeksza przezywalno$s¢ komorek wysp trzustkowych
szczura i Swini, ale nie wplywa na ich apoptoze
Inkubacja wysp trzustkowych z roznymi stezeniami MOTS-c wykazala wzrost
przezywalnos$ci komoérek wysp szczurzych w grupie z MOTS-c w stezeniu 10 nM oraz
swinskich w grupie z MOTS-c w stezeniu 100 nM (Fig. 10 a, b). Nie zaobserwowano
natomiast zmian w poziomie apoptozy komorek wysp trzustkowych po inkubacji z

MOTS-c u obu gatunkow (Fig. 10 c, d).
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8. Dyskusja

Zachodni sposob zycia cechujacy si¢ matym nat¢zeniem wysitku fizycznego, bardzo
czesto siedzaca pracy oraz dieta bogatg w tatwo przyswajalne weglowodany powoduje
wzrost przypadkow otytosci oraz cukrzycy typu Il (Kopp, 2019). Niewatpliwie jednym z
najwazniejszych kierunkéw badan dla wspolczesnej nauki jest znalezienie rozwigzan,
ktére powstrzymatoby rozwoj tych schorzen w spoteczenstwie. Szczegdlne
zaniepokojenie budzi fakt, ze w krajach wysoko rozwinigtych schorzenia te przyjety juz
posta¢ epidemii. Walka z jej skutkami to nie tylko kwestia zdrowia milionow ludzi, ale
takze olbrzymie koszty obcigzajace budzety narodowe. Odkrycia w obszarze biologii i
medycyny dostarczajg informacji o coraz nowszych substancjach, takich jak np. peptydy,
ktore moga by¢ przedmiotem do$wiadczen nad regulacja procesow fizjologicznych
zwierzat oraz ludzi. Badania te wpisujg si¢ w kategori¢ badan podstawowych, ktére cho¢
nie dajg natychmiastowych efektow sg podstawa wszelkich dalszych analiz o charakterze
praktycznym i rozwoju nauki.

MOTS-c jest stosunkowo niedawno odkrytym peptydem, ktory jest nadal przedmiotem
intensywnych dociekan w $wiecie nauki. Dotychczas poznano juz czes$¢ efektow jakie
wywiera na szereg roznych narzadéw oraz tkanek w organizmie. Jednym z takich
przyktadow jest tkanka mig$niowa. Badania in vitro na liniach komorkowych
przeprowadzone przez Garcia-Benlloch z zespotem udowodnily, ze MOTS-c ma
stymulujacy wptyw na réoznicowanie migsni u ludzi - linia LHCN-M2 oraz myszy - linia
C2C12 (Garcia-Benlloch i wsp. 2022). Dodatkowo peptyd ten moze hamowa¢ utrate
tkanki mig$niowej wywolang przez insulinooporno$¢ (Kumagai i wsp. 2021). Kolejna
tkanka, na ktorg udowodniono wplyw peptydu MOTS-c jest tkanka ttuszczowa. Opisano
dotychczas oddziatywanie MOTS-c promujgce termogeneze thuszczowa, ktorej dziatanie
ma przeciwdziata¢ hipotermii (Lu 1 wsp 2019). Znane sg juz takze doniesienia naukowe
o roli jaka MOTS-c pelni w ochronie wysp trzustkowych w przebiegu cukrzycy typu [ u
myszy (Kong i wsp. 2021). Kolejna pracg ukazujaca protekcyjne dzialanie MOTS-c jest
publikacja autorstwa Yin i1 zespotu, w ktorej wykazano, ze trzustki myszy traktowanych
streptozotocyng oraz MOTS-c zawierajg wigcej komorek B trzustki niz u myszy, ktorym
nie podawano MOTS-c (Yin i wsp. 2022). Warto wspomnie¢, ze streptozotocyna to
cytostatyczny antybiotyk selektywnie niszczacy komorki B trzustki i stosowany w terapii

nowotworow neuroendokrynnych tego narzgdu. W tym samym okresie pojawity sie
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doniesienia naukowe o nizszej koncentracji MOTS-c we krwi u ludzi z cukrzycg w
porownaniu do os6b bez tej jednostki chorobowej (Ramanjaneya i wsp. 2019).
Wymienione powyzej wyniki badan bezsprzecznie podkreslajg znaczenie MOTS-c jako
czynnika regulujagcego metabolizm.

Biorac powyzsze fakty pod uwage, celem badan prezentowanych w niniejszej rozprawie
bylo ustalenie wptywu MOTS-c na funkcjonowanie komorek o i B trzustki oraz
izolowanych wysp trzustkowych. Wyniki te mogg mie¢ niebagatelny wpltyw na
rozumienie fizjologii endokrynnej czesci trzustki, a to z kolei moze w przysztosci
przetozy¢ si¢ na skuteczniejsze metody zapobiegania zmianom chorobowym lub
umozliwi¢ tagodzenie powstajacych powiktan.

W pierwszej czes$ci prezentowanych badan skupiono si¢ na laboratoryjnych liniach
komoérkowych, jako modelu podstawowym, aby zweryfikowa¢ dziatanie peptydu MOTS-
¢ przed wykorzystaniem modeli bardziej zlozonych. W tym celu wybrano linie
komorkowe INS-1E oraz oTC-1, ktore odpowiadaja komorkom o i1 B trzustki,
odgrywajacym fundamentalng rolg¢ w metabolizmie glukozy. Otrzymane wyniki badan
wskazujg, ze w wybranych liniach zachodzi ekspresja tego peptydu 1 jest on widoczny
podczas barwienia fluorescencyjnego. MOTS-c nie wykryto w wyspecjalizowanych
komorkach, odpowiedzialnych za jego produkcje, ujawniono natomiast, ze znajduje si¢
on zarowno w komorkach wydzielajacych insuling jak 1 glukagon. Z uwagi na
mitochondrialne pochodzenie tego peptydu, bardzo prawdopodobnym jest, ze jego
ekspresja zachodzi w wielu tkankach i komorkach w catym organizmie, co opisano juz
czgsciowo w publikacji prezentujacej ten peptyd po raz pierwszy (Lee i wsp. 2015).
Mozna takze zatozy¢, ze MOTS-c, bedac peptydem wydzielanym do krwi, wptywa na
fizjologie komorek i tkanek zarowno przez interakcje parakrynne jak i endokrynne.

W kolejnych eksperymentach z wykorzystaniem linii komérkowych zbadano wplyw
glownych hormonow wydzielanych przez trzustke tj. insuliny oraz glukagonu na sekrecje
MOTS-c. Oba z tych hormonéw zwigkszyly wydzielanie MOTS-c, co moze sugerowac,
ze peptyd ten moze by¢ wydzielany wspolnie z innymi substancjami (np. hormonami)
gdy wzrasta aktywnos$¢ wydzielnicza komorki. Dotychczas opublikowane wyniki badan
pokazuja wplyw MOTS-c na metabolizm roéznych tkanek, przyktadem moga by¢ np.
migsnie (Lee 1 wsp. 2015). Nalezy jednak pamigtac, ze zarowno komorki INS-1E, jak i

aTC-1 reprezentujg linie komoérkowe, ktore sa hodowane w izolowanej monokulturze,
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bez obecnosci komorek innego rodzaju i idacych za tym interakeji migdzykomorkowych,
jak rowniez obecnosci szeregu hormondw 1 mediatorow wptywajacych na ich fizjologig.
Wspomniane interakcje wydaja si¢ szczegolnie wazne w kontekscie badan nad trzustka 1
jej strukturami endokrynnymi — wyspami. Mimo wymienionych ograniczen
przeprowadzone badania pozwolity uzyska¢ wyniki §wiadczace o bezposrednim wplywie
insuliny i glukagonu, ktéry w efekcie zwigksza sekrecj¢ MOTS-c z badanych komorek
modelowych. W przypadku zmian ekspresji MOTS-c na poziomie biatka badanych
metoda Western Blot po dzialaniu insuling lub glukagonem, zaobserwowano takie same
tendencje jak w przypadku sekrecji w obu badanych liniach komérkowych. Tym samym
oczywistg kontynuacja stato si¢ przeprowadzenie dalszych badan na izolowanych
wyspach trzustkowych w celu weryfikacji wynikéw uzyskanych na liniach
komorkowych.

Kolejna czgscig badan sekrecyjnych przeprowadzonych na komoérkach byty badania w
kierunku okreslenia wptywu peptydu MOTS-c na wydzielanie oraz ekspresj¢ insuliny i
glukagonu — dwoéch gtownych hormonow trzustkowych. W przypadku peptydu o tak
stabo poznanej roli jak MOTS-c badania wzajemnej sekrecji tj. wplywu insuliny i
glukagonu na wydzielanie MOTS-c omdéwione powyzej oraz wplywu MOTS-c na
wydzielanie insuliny i glukagonu wydaja si¢ szczeg6lnie zasadne. Otrzymane wyniki
wskazuja, ze inkubacja komorek w pozywce z dodatkiem peptydu MOTS-c spowodowata
spadek sekrecji oraz ekspresji insuliny w przypadku komorek INS-1E oraz wzrost
sekrecji 1 ekspresji glukagonu w komoérkach aTC-1. Uzyskane rezultaty do$¢ wyraznie
sugeruja, ze peptyd MOTS-c pelni istotng role w regulacji fizjologii komorek trzustki
oraz regulacji metabolizmu glukozy w organizmie. Dodatkowo zaobserwowano
podwyzszony poziom ekspresji receptora insuliny w komorkach linii INS-1E, co
odpowiada znanym juz wcze$niej odkryciom na temat dziatania MOTS-c zwigkszajacego
wrazliwo$¢ komorek na insuling (Lee 1 wsp. 2015). Co wigcej, przeprowadzone
eksperymenty ukazuja sprzezenie zwrotne miedzy MOTS-c a insuling, w komorkach
INS-1E. Insulina powoduje wzrost wydzielania MOTS-c, podczas gdy MOTS-c obniza
sekrecj¢ insuliny. Podobnej zalezno$ci jednakze nie zaobserwowano w przypadku
glukagonu i MOTS-c¢ w komoérkach oTC-1.

Kolejne badania przeprowadzono z uzyciem najwazniejszych sktadnikow pokarmowych

1 energetycznych, aby sprawdzi¢ ich wptyw na wydzielanie MOTS-c. W eksperymentach
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uzyto w medium inkubacyjnym réznych stezen glukozy i wolnych kwasow thuszczowych
sprzegnietych z albuming, a nastgpnie zmierzono sekrecje MOTS-c. Badanie to
wymagato zmiany sktadu pozywki dla komorek, poniewaz linie komérkowe INS-1E oraz
aTC-1 wymagajg podczas hodowli innych stezen glukozy w medium (odpowiednio 11
mM oraz 5,6 mM). Zabieg ten mial na celu wprowadzenie warunkéw hiper-, normo- oraz
hipoglikemii symulujacych stan popositkowy/cukrzycy, stan homeostazy oraz stan glodu.
Rezultaty otrzymane w tych do$wiadczeniach ukazaty zmiany w sekrecji MOTS-c w
zalezno$ci od stezenia glukozy, co §wiadczy o tym, ze pojawiajace si¢ we krwi sktadniki
pokarmowe oraz status metaboliczny organizmu wplywaja na wydzielanie tego peptydu
z wysp trzustkowych. Zaobserwowano, ze w niskim st¢zeniu glukozy wzrasta sekrecja
MOTS-c. Jak wiadomo sekrecja glukagonu wzrasta w warunkach hipoglikemii, a
uzyskane wyniki pokazuja jednoczesnie, ze glukagon dziata stymulujgco na wydzielanie
MOTS-c. Te odkrycia sugeruja, ze w warunkach gtodu, charakteryzujacych si¢ niskim
poziomem glikemii oraz wysokim st¢zeniem glukagonu we krwi, MOTS-c moze mie¢
wplyw na pozyskanie energii w wyniku szeregu procesOw takich jak lipoliza lub
glikogenoliza.

Jako Ze wczesniejsze doniesienia sugerowaty, ze MOTS-c wyplywa na dlugo$¢ zycia
komorek, w koncowym etapie wykonano szereg badan majacych sprawdzi¢ wpltyw
MOTS-c na zywotno$¢ komorek modelowych odpowiadajgcych komorkom a1 trzustki.
W badaniach okre$lono intensywnos$¢ procesu apoptozy w komorkach, intensywnos¢
metabolizmu mitochondrialnego oraz tempo podzialow komorkowych. Szeroko pojeta
przezywalno$¢ komorek to szczegolnie istotny parametr, z uwagi na znaczenie komorek
B w przebiegu cukrzycy typu II, gdzie uszkodzenie oraz niewtasciwe funkcjonowanie
tych komorek jest czynnikiem warunkujgcym rozwdj choroby (Porte 1991). Wyniki
przeprowadzonych na tym etapie eksperymentow pokazuja, ze MOTS-c obniza poziom
apoptozy w obu badanych liniach komoérkowych, co pokrywa si¢ ze znanym dotychczas
protekcyjnym dziataniem MOTS-c oraz innych peptydow mitochondrialnego
pochodzenia (Merry 1 wsp. 2020). Odmienne wyniki miedzy poszczegdlnymi liniami
komoérkowymi uzyskano natomiast w przypadku efektu wywotywanego przez MOTS-c
na zywotno$¢ komorek badang za pomoca testu MTT. Podczas gdy peptyd ten zwigksza
zywotno$¢ komorek INS-1E, obniza j3 jednocze$nie w komoérkach aTC-1. Roznica ta

moze by¢ efektem zupetnie odmiennej roli petnionej przez peptyd MOTS-c w komoérkach
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wydzielajacych insuling oraz tych wydzielajacych glukagon i taczy¢ si¢ z opisanym
wczesniej odwrotnym wptywem MOTS-c na sekrecje hormonow z linii INS-1E 1 aTC-1.
sekrecji glukagonu spowodowanej dzialaniem MOTS-c moga by¢ oslabione przez
intensywno$¢ tego procesu, co moze skutkowac z kolei obnizeniem ich metabolizmu i
Zywotnosci.

Po otrzymaniu interesujgcych wynikéw z doswiadczen przeprowadzonych na liniach
komoérkowych INS-1E oraz aTC-1, kolejnym etapem byty badania na bardziej ztozonym
modelu jakim sg izolowane wyspy trzustkowe. Wybrano w tym celu dwa gatunki
zwierzat, z ktorych pozyskiwane byly wyspy: szczura wedrownego oraz §wini¢ domowa.
Szczur zostal wybrany jako klasyczny model laboratoryjny z uwagi na niska cen¢ chowu
oraz szerokg dostepnos¢. Gryzonie sg czgsto brane pod uwage jako pierwsze zwierzeta, z
ktorych pozyskiwane sg tkanki do badan lub przeprowadzane sg na nich testy in vivo
nowoodkrytych substancji. Z uwagi jednak na istotne roznice anatomiczne oraz
fizjologiczne, nie zawsze wyniki uzyskane w do§wiadczeniach z ich udzialem nadaja si¢
do przetozenia otrzymanych rezultatow bezposrednio na ludzi (Arner 2005). Wybor §wini
jako modelu badawczego zostat podyktowany wiasnie ze wzgledu na blizsze
cztowiekowi podobienstwo fizjologiczne (Lunney 2021) oraz anatomiczne. Juz w samej
budowie morfologicznej trzustki mozna dostrzec znacznie wicksze podobienstwo migdzy
$winig, a cztowiekiem niz miedzy szczurem, a cztowiekiem. Zaréwno u cztowieka jak 1
$wini trzustka tworzy zwarty narzad, natomiast u szczura jest ona rozsiana w krezce
jelitowej. Z wyborem modeli badawczych wigzaly si¢ jednak pewne ograniczenia. Jak do
tej pory nie zostata poznana sekwencja aminokwaséw peptydu MOTS-c swini (Lee 1 wsp.
2015). Z uwagi na opisane wczesniej podobienstwo tego gatunku do czltowieka, w
eksperymentach wykorzystano MOTS-c z sekwencja aminokwasow odpowiednig dla
peptydu ludzkiego. W badaniach kluczowym krokiem byto sprawdzenie specyficznosci
przeciwciata anty-MOTS-c przeciw nieznanemu peptydowi swinskiemu. Dokonano tego
za pomocg dedykowanego peptydu blokujacego oraz dodatku peptydu MOTS-c
zsyntezowanego na potrzeby badan. Oprdcz potwierdzenia specyficznosci, odkryto
réwniez, ze $winski peptyd MOTS-c jest prawdopodobnie wigkszy niz jego wariant
wystepujacy u szczura. Analiza Western Blot wykazala bowiem obecno$¢ w probce

biatek swini sygnatu dla MOTS-c na duzo wiekszej wysokosci niz w przypadku szczura
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oraz fakt, ze sygnal ten znikatl jesli wczesniej dokonano preinkubacji przeciwciata ze
wspomnianymi peptydami blokujacymi. Swiadczy to jednoznacznie, ze uzyte
przeciwcialo anty-MOTS-c wigze si¢ specyficznie z peptydem $wini mimo, Ze nie znamy
jego sekwencji.

Majac na uwadze znane roznice fizjologiczne i anatomiczne trzustki mi¢dzy obydwoma
badanymi gatunkami zwierzat oraz fakt nieznajomosci sekwencji i struktury peptydu
swinskiego, mozna byto si¢ spodziewac roznic w wynikach otrzymanych z tych samych
eksperymentéw wykonywanych na wyspach trzustkowych w zaleznosci od gatunku, z
ktoérego byly one pozyskane. Juz barwienie immunofluorescencyjne wykazato istotne
réznice w lokalizacji MOTS-c w trzustkach u tych zwierzat. U §wini peptyd ten jest
obecny tylko w endokrynnej czgsci trzustki tj. w wyspie 1 rozsianych komorkach
endokrynnych, podczas gdy u szczura jest obecny zarowno w czgsci endokrynnej jak i
egzokrynnej narzadu. Tak wyrazna réznica moze sugerowac¢ odmienng funkcje¢ jaka petni
MOTS-c w trzustce u tych gatunkéw. W przypadku szczuréw MOTS-c moze regulowac
oprocz aktywnos$ci endokrynnej takze wydzielanie egzokrynne i wplywaé na proces
trawienia pokarmu. Kwestie te wychodzg juz poza zakres prezentowanych wynikow, ale
niewatpliwie stanowig interesujaca hipotez¢ do dalszych badan. Z kolei w przypadku
$wini obecno$¢ MOTS-c obserwowano jedynie w komoérkach wykazujacych aktywnosé
endokrynng, tj. wydzielajacych insuling lub glukagon, co takze jest interesujace i
wskazuje, ze peptyd mitochondrialny nie musi ulega¢ ekspresji w calym organizmie 1 sg
mechanizmy regulujace aktywnos$¢ otwartej ramki odczytu w mitochondrialnym genie
12S RNA.

Chcac nawigza¢ do wczesniej uzyskanych wynikéw, podobnie jak w poprzednich
do$wiadczeniach na liniach komoérkowych, przeprowadzono szereg eksperymentow
badajacych wplyw hormonow trzustkowych (insuliny 1 glukagonu) oraz sktadnikow
energetycznych, takich jak glukoza i wolne kwasy ttuszczowe na sekrecj¢ oraz ekspresje
MOTS-c. Ponadto zbadano takze sekrecje hormondéw trzustkowych pod wptywem
inkubacji izolowanych wysp z MOTS-c uzupekniajac w ten sposéb sie¢ wzajemnych
zalezno$ci miedzy insuling, glukagonem i MOTS-c. Wyniki uzyskane w eksperymentach
okreslajacych sekrecje i1 ekspresje moga nie korespondowac ze sobg w pelni z uwagi na
odmienne czasy trwania inkubacji. Podczas badan dotyczacych sekrecji inkubacja trwala

1,5 godziny ukazujac bezposredni wpltyw danego hormonu na biezacg sekrecje
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pecherzykow egzocytarnych zgromadzonych w cytoplazmie komorki, bez uwzglednienia
wplywu na mechanizmy ekspresji badanego biatka. Natomiast w przypadku
eksperymentéw nastawionych na zbadanie intensywnosci ekspresji danego genu przed
zebraniem RNA lub biatka wyspy byly poddane dziataniu hormonu badanego przed 24
godziny, aby mogly zaj$¢ procesy prowadzace do ewentualnych zmian na poziomie
transkryptu mRNA lub w ilo$ci biatka.

Wyniki uzyskane w badaniach na wyspach szczurzych w wiekszosci odpowiadajg tym z
linii komorkowych, co moze by¢ skutkiem zgodnosci pochodzenia linii INS-1E od
szczura, a linii aTC-1 od myszy w ramach rz¢du gryzoni. W przypadku wynikéw
otrzymanych w do$wiadczeniach przeprowadzonych na wyspach $winskich nie
zaobserwowano podobnego profilu takiego jak ten z badan na komorkach. Brak
podobienstw odnotowano m.in. w rezultatach dotyczacych wplywu wolnych kwasow
thuszczowych na wydzielanie MOTS-c, gdzie w przypadku izolowanych wysp
trzustkowych nie stwierdzono zadnych zmian w poréwnaniu do badan na komorkach.
Podobnie odmienne efekty zaobserwowano w przypadku inkubacji z glukoza gdzie
wyspy $wini wykazaty odwrotng reakcje do komoérek i wysp szczura. Wydzielanie
MOTS-c z wysp szczurzych byto najnizsze przy 6 mM stezeniu glukozy, podczas, gdy u
swini przy tej samej ilosci glukozy w buforze zaobserwowano wydzielanie najwyzsze.
Moze sugerowac to zdecydowanie odrgbng role MOTS-¢c w regulacji metabolizmu i
gospodarki energetycznej u tych gatunkéw, jednakze na potwierdzenie tej hipotezy nalezy
jeszcze poczekaé. Wynika to gléwnie z braku poznanej sekwencji MOTS-c u $§wini, ktéra
uniemozliwia blizsze badania. Warto tutaj podkresli¢ takze, ze jakiekolwiek efekty
MOTS-c sg obserwowane czy to u szczuréw, myszy, $win czy ludzi caty czas nie jest
znany zaden potencjalny receptor MOTS-c, przez ktory moglby on dziatac.

Pokazuje to dobrze, jak wazne sg badania zarowno na ustalonych liniach komorkowych
1 bardziej ztozonych strukturach jakimi sg wyspy trzustkowe. W pierwszym przypadku
otrzymujemy efekt bezposredniego wplywu badanej substancji na dany typ komorki
niezaktécony przez inne oddzialywania. W drugim, dziatajac na strukturach takich jak
wyspy trzustkowe mamy juz do czynienia z wieloma wspotistniejagcymi rodzajami
komorek, ktore oddziatuja rowniez wzajemnie na siebie w wyniku efektow parakrynnych.
Nalezy pamigta¢ takze, ze ewentualne rozbiezno$ci w wynikach uzyskiwanych na

ustalonych liniach komérkowych i izolowanych strukturach tkankowych mogg wynikaé
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z mozliwo$ci penetracji komorek przez badany zwigzek. Komorki rozrastajace si¢ na
ptaskiej powierzchni sa duzo bardziej narazone na potencjalne dzialanie podanego
peptydu czy biatka, a struktury takie jak wyspy trzustkowe charakteryzujace si¢
trojwymiarowa przestrzenia wykazuja ograniczone mozliwosci penetracji 1
oddziatywania z badang substancjg. Warto pamigta¢ takze o specyficznym unaczynieniu
trzustki, ktore w warunkach fizjologicznych organizmu wymusza dotarcie substancji
najpierw do wnetrza wyspy trzustkowej, ktore charakteryzuje sie, w przypadku szczura,
przewagg komorek B a nastgpnie na obwod do rejonéw z przewaga komorek o. Uktad
taki powoduje, ze pierwsza jest interakcja z insuling, a nast¢pnie z glukagonem.

Osobng kwestig przy porownywaniu wynikow uzyskanych in vitro z linii komérkowych
czy izolowanych wysp trzustkowych jest kwestia ich odniesienia do efektow
uzyskiwanych in vivo. W przypadku doswiadczen in vivo uzyskane wyniki moglyby by¢
zupetnie odmienne. Wptyw podawanego np. dootrzewnowo MOTS-c na opisane w tej
pracy interakcje moglby by¢ catkiem inny, tacznie z tym, ze mogtoby nie dochodzi¢ do
obserwowalnych zmian w badanych zalezno$ciach migdzy hormonami.

Kolejnym rezultatem z badan na wyspach trzustkowych szczura, odpowiadajacym tym
otrzymanym z komorek szczurzej linii INS-1E jest wystepowanie sprze¢zenia zwrotnego
migdzy MOTS-c, a insuling. Podobnie jak w przypadku badah na komorkach, na wyspach
rowniez zaobserwowano spadek sekrecji insuliny po dziataniu MOTS-c, podczas gdy
sama insulina zwigkszata wydzielanie MOTS-c. W przypadku wysp pochodzacych od
szczura zaobserwowano réwniez podobng zalezno$¢ migdzy MOTS-c a glukagonem —
glukagon zwigkszat wydzielanie MOTS-c, podczas, gdy MOTS-c obnizat sekrecje
glukagonu. Po przeprowadzeniu analogicznych doswiadczen przeprowadzonych na
izolowanych wyspach trzustkowych §wini, nie zaobserwowano zblizonych powigzan. To
kolejne wskazanie by przypuszczaé, ze dziatanie MOTS-c u gryzoni i §win wydaje si¢
by¢ zupelnie inne. Nastgpnym aspektem, w ktorym wyniki otrzymane ze szczurzych
wysp oraz linii komérkowych sa odmienne od wynikdéw uzyskanych na probkach
uzyskanych od $wini jest zwigkszona ekspresja receptora insuliny pod wptywem MOTS-
c. Wzrost ekspresji tego receptora u szczura potwierdzony na modelu komérkowym oraz
na wyspach trzustkowych moze sugerowaé, iz jest to jeden z mechanizmow

odpowiedzialnych za dotychczas dobrze udokumentowane dziatanie MOTS-c skutkujace
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zwigkszeniem wrazliwo$ci na insuling i to pomimo obserwowanego jedocze$nie spadku
wydzielania tego hormonu (Lee i wsp 2015; Kim i wsp 2019).

Jako ze znany jest efekt dziatania MOTS-c poprawiajacy funkcjonalno$¢ mie¢sni u myszy
(Ran 1 wsp. 2021), podobnie jak w przypadku badan na liniach komoérkowych,
postanowiono sprawdzi¢ wplyw MOTS-c na zywotno§¢ oraz apoptoz¢ komorek w
wyspach trzustkowych. Zrezygnowano tutaj z testow na proliferacj¢ (BrdU) z uwagi na
fakt, ze zr6znicowane komorki izolowanych wysp trzustkowych sg zdolne do kolejnych
podziatéw komoérkowych w bardzo ograniczonym zakresie obserwowanym raczej w
tygodniach i miesigcach niz w ciggu doby. W odrdznieniu od badan na komoérkach INS-
1E oraz aTC-1, wyniki otrzymane z wysp trzustkowych nie wykazaly zadnego wptywu
na apoptoze ani u $wini, ani u szczura. Zaobserwowano jednak zwickszong zywotnos¢
komorek w wyspach pochodzacych od obu gatunku po inkubacji z peptydem MOTS-c
mierzong testem MTT. Jest to istotne odkrycie, poniewaz jest bardzo prawdopodobne, ze
peptyd MOTS-c petni role protekcyjng w stosunku do komérek B i/lub a trzustki. Tym
samym jego dziatanie, moze przyczyniac si¢ do wydtuzenia zycia komorek tego narzadu,
np. w przebiegu cukrzycy, co zostato juz opisane w modelu mysim, dla cukrzycy typu I
(Kong i wsp. 2021). Zaobserwowanie tego efektu u ludzi najlepiej w trakcie przebiegu
cukrzycy typu Il mogloby mie¢ donioste znacznie kliniczne. Wydtuzenie funkcjonowania
komorek B w czasie rozwoju cukrzycy insulinoniezaleznej, gdy organizm systematycznie
je traci w wyniku wyczerpania nieustanng nadprodukcjg insuliny datoby uzasadnione
nadzieje na rozciaggnigcie w czasie postgpow choroby i1 odlozenie badz catkowite
uniknig¢cie powaznych powiktan, np. neurologicznych.

Wyniki zebrane w doswiadczeniach na izolowanych wyspach trzustkowych sugeruja
wiele roznic migdzy MOTS-c u badanych gatunkow, ktére mogg mie¢ charakter zarowno
strukturalny jak 1 funkcjonalny. MOTS-c wystepujacy u $wini ma inng wielkos$¢
czasteczkowa, niz ten wystepujacy u szczura, ponadto jest inaczej ulokowany w trzustce
$wini, niz w przypadku szczura. Dodatkowo wykazano réznice w zmianach w sekrecji
MOTS-c po dziataniu glukagonu oraz roznych stezen glukozy migdzy badanymi
gatunkami. Zaobserwowano rowniez inny wptyw MOTS-c na regulacj¢ hormonow
trzustkowych. Widoczne réznice moga wynika¢ z wymienionych wczesniej roznic
anatomicznych oraz fizjologicznych migdzy $winig, a szczurem, ale przede wszystkim,

jak si¢ wydaje, maja charakter genetyczny.
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Przeprowadzone badania bez watpienia ukazaly wptyw peptydu MOTS-c na fizjologi¢
endokrynnej czg¢$ci trzustki, zarowno na modelach komoérkowych oraz na izolowanych
wyspach trzustkowych. Wyniki otrzymane z do$wiadczen na liniach komérkowych nie
zawsze pokrywaly si¢ z wynikami z tych samych doswiadczen przeprowadzonych na
wyspach trzustkowych. Roznice te moga wynika¢ ze odmiennej ztozonosci wybranego
modelu. Linie komorkowe sag monokulturg komorek, ktére dodatkowo zostaly zmienione
na potrzeby hodowli laboratoryjnych. Nie mozna zaobserwowa¢ wobec tego na tym
modelu interakcji migdzykomorkowych, jak réwniez czgs¢ odpowiedzi komodrkowej
moze by¢ inna niz ich fizjologicznych odpowiednikdéw, z uwagi cho¢by na ich
fizjologiczng niesmiertelno$¢. Mimo tych ograniczen badania na liniach komérkowych
niezmiennie powinny stanowi¢ pierwszy etap doswiadczen, zwlaszcza, gdy przedmiotem
dociekan jest niedawno odkryta substancja i zupehie nie jest znany jej wplyw na dany
aspekt fizjologii. Wyspy trzustkowe sg natomiast bardziej ztozong struktura, w ktorej
obserwujemy znacznie bardziej skomplikowane procesy, takie jak chociazby obecnos¢ w
obrebie jednej wyspy komorek produkujacych insuling oraz glukagon, a co za im idzie
mamy do czynienia z interakcjami para- i endokrynnymi. Czg$¢ wynikow otrzymanych
z wysp szczurzych ukazywata jednak ten sam kierunek zmian, jaki byt obserwowany w
wynikach uzyskanych w do§wiadczeniach na liniach komdrkowych. Fakt ten czg¢sto nie
dotyczyt wynikéw uzyskanych na wyspach $§winskich, ktore nie byly tozsame z tymi
uzyskiwanymi na liniach komorkowych. Powodem takich r6znic moze by¢ fakt, iz uzyte
w doswiadczeniach linie komoérkowe INS-1E oraz aTC-1 pochodza odpowiednio od
szczura oraz myszy. Warto zaznaczy¢, ze nie ma obecnie na rynku komercyjnym zadnej
linii komodrkowej, ktora reprezentowataby komorki endokrynne trzustki i pochodzita z
organizmu $wini.

Waznym odkryciem dokonanym podczas tych badan, byto wykazanie odmiennej
wielkos$ci czasteczki MOTS-c wystepujacej u §wini. W pracy opisujacej odkrycie MOTS-
¢ w 2015 roku, Lee wraz z zespotem opisali sekwencj¢ tego peptydu u 14 réznych
gatunkéw (m.in. cztowieka, ale tez lwa, konia czy delfina), natomiast nie opisali
wspomnianej sekwencji dla §wini (Lee 1 wsp. 2015). Podczas eksperymentu majacego
potwierdzi¢ specyficzno$¢ zakupionego przeciwciata anty-MOTS-¢ w badaniach nad
$winig zaobserwowano, ze w odroznieniu od peptydu MOTS-c obecnego u szczura, ktory

ma mas¢ okoto 5 kDa, wariant wystepujacy u $wini jest znacznie ci¢zszy (okoto 42 kDa).
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MOTS-c caly czas pozostaje interesujacym obiektem badan. Na szczegdlne
zainteresowanie naukowcow zastuguje jego efekt ochronny jaki wywiera na serce (Wang
1 wsp. 2023; Zhong 1 wsp. 2022; Li i wsp. 2022). Majac na uwadze dotychczas
opublikowane wyniki badan, mozna zatozy¢, ze MOTS-c moze okazac si¢ w przysztosci
srodkiem wykorzystywanym klinicznie. Jego wyjatkowy wplyw na metabolizm,
prowadzacy do ostabienia utleniania glukozy w procesie glikolizy, sugeruje, ze peptyd
ten moze wykazywa¢ mniej wad w swoim dzialaniu, niz inne substancje, ktore aktywuja
AMPK i powodujg wiecej skutkéw ubocznych (Gao i wsp 2023). Niestety, pozytywne
dziatanie tego peptydu na tkanki oraz brak, jak do tej pory, dostatecznych badan
klinicznych pozwalajacych na zalegalizowanie go jako leku ma réwniez ciemne strony.
W zwigzku z dotychczas opisanymi pozytywnymi efektami jego dziatania, m.in. na
migsnie oraz niewystarczajacymi regulacjami prawnymi na rynku pojawity si¢ juz oferty
MOTS-c jako suplementu diety majacego nawet zastgpowaé wysitek fizyczny. Nie
powinno zatem dziwi¢, ze Swiatowa Agencja Antydopingowa (World Anti-Doping
Agency, WADA) umiescita MOTS-c na liscie substancji zakazanych w sporcie (WADA
2025).
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Abstract

The aim of this study is to determine the influence of the mitochondrial open-reading-frame of the twelve S rRNA-c (MOTS-
¢) peptide on pancreatic cell physiology. Moreover, in this study, we examined the changes in MOTS-c secretion and expres-
sion under different conditions. Our experiments were conducted using laboratory cell line cultures, specifically the INS-1E
and aTC-1 cell lines, which represent p and a pancreatic cells, respectively. As the pancreas is an endocrine organ, we also
tested its hormone regulation capabilities. Furthermore, we assessed the secretion of MOTS-c after incubating the cells with
glucose and free fatty acids. Additionally, we examined key cell culture parameters such as cell viability, proliferation, and
apoptosis. The results obtained from this study show that MOTS-c has a significant impact on the physiology of pancreatic
cells. Specifically, it lowers insulin secretion and expression in INS-1E cells and enhances glucagon secretion and expres-
sion in aTC-1 cells. Furthermore, MOTS-c affects cell viability and apoptosis. Interestingly, insulin and glucagon affect
the MOTS-c secretion as well as glucose and free fatty acids. These experiments clearly show that MOTS-c is an important

regulator of pancreatic metabolism, and there are numerous properties of MOTS-c yet to be discovered.

Keywords MOTS-c - Pancreas - INS-1E - aTC-1

Introduction

The human mitochondrial genome is an incredibly fascinat-
ing subject of research. Despite being sequenced 40 years
ago, it continues to yield discoveries. It consists of 16,569 bp
(Anderson et al. 1981) and is known to encode 22 tRNAs, 2
rRNAs, and 13 proteins (Cobb et al. 2016). Delving deeper
into the sequences of these 37 genes, researchers have identi-
fied smaller functional genes that encode peptides. Among
the first to be discovered was the humanin gene (HN), which
was identified in Nishimoto’s lab in 2001 through functional
expression screening (Hashimoto et al. 2001). Humanin
has been confirmed as a biologically active peptide that,
for example, enhances insulin sensitivity (Muzumdar et al.
2009).

In 2016, another significant finding occurred with the
discovery of six new peptides in the 16S rRNA. These were
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named small humanin-like peptides (SHLPs). Notably, one
of these peptides, SHLP-2, also acts as an insulin sensitizer
(Cobb et al. 2016). Another mitochondrial-derived peptide
(MDP) is mitochondrial open-reading-frame of the twelve
S rRNA-c (MOTS-c). This peptide was discovered through
bioinformatic methods in silico in 2015 by Lee et al. (2015).
Their research revealed a short open reading frame (SORF)
in the human 128 rRNA, consisting of 51 bp, which trans-
lates into a peptide comprising 16 amino acids. Interestingly,
the translation does not occur using the mitochondria-spe-
cific genetic code but it is effective in the cytoplasm using
the standard genetic code, making MOTS-c viable.

One of the remarkable aspects of MOTS-c is its highly
conserved amino acid sequence, especially in the first 11
positions, across different animal species such as humans,
bonobos, orangutans, mice, and rats (Lee et al. 2015).

Although the discovery of MOTS-c occurred just a few
years ago, it has already been established as a biologically
active peptide. Since mitochondria are present in almost
all eukaryotic cells, mitochondria genome and MOTS-c
is probably a very important regulator of metabolism. It is
expressed in various tissues of laboratory rodents and can be
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detected in the blood plasma of both humans and rats (Lee
et al. 2015; Kim et al. 2019).

Notably, the concentration of MOTS-c in human plasma
is found to be decreased in obese people, as observed in both
children and adolescent study groups (Du et al. 2018; Luo
et al. 2023). Furthermore, in mice, MOTS-c has been shown
to counteract diet-induced obesity and insulin resistance
(Lee et al. 2015; Yang et al. 2021). Another interesting find-
ing is that, in a mouse model, MOTS-c prevents obesity and
insulin resistance induced by ovariectomy (Lu et al. 2019b).
In both cases, the action of MOTS-c is mediated through the
activation of 5’ adenosine monophosphate-activated protein
kinase (AMPK) (Lee et al. 2015; 2019b).

These reports on the effects of MOTS-c on metabo-
lism, especially insulin resistance and energy homeostasis,
sparked our interest in investigating the impact of MOTS-c
on a significant organ such as the pancreas. The pancreas is
a very specific organ with a dual function, serving as both
an endocrine and an exocrine gland. In our work, we specifi-
cally focused on the endocrine part, particularly on pancre-
atic islets, and especially on beta and alpha cells. These cells
play a vital role in glucose metabolism as they are responsi-
ble for the secretion of insulin and glucagon.

The impact of MOTS-c on the pancreas and its secre-
tory functions has not been investigated so far. To address
this gap, we performed experiments on pancreatic cell lines,
namely INS-1E and aTC-1, which serve as reliable models
for studying pancreatic p and o cells, respectively.

Materials and methods
Cell culture

The cell lines were cultured in an incubator set at 37 °C with
either 5% or 10% CO,. INS-1E and aTC1 clone 9 cells were
purchased from Sigma Aldrich (Saint Louis, MO, USA) and
ATCC (Manassas, VA, USA), respectively. Unless otherwise
mentioned, all medium components were purchased from
Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA).

The INS-1E (Sigma Aldrich, SCC491) cells were cul-
tured using Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
1640 medium (Corning, New York, USA), supplemented
with 2 g/l NaHCO;, glutamine, 1% antibiotic—antimy-
cotic, 1% sodium pyruvate, 1% 4-(2-hydroxyethyl)-
1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES), and 0.1%
B-mercaptoethanol, along with 10% fetal calf serum. The
culture medium was replaced twice a week. For experimen-
tal purposes, the medium’s composition remained the same
as the culture medium, except that 10% fetal calf serum was
replaced with 0.2% bovine serum albumin, which was free
from free fatty acids. For experiments with variable glucose,

@ Springer

RPMI 1640 medium without glucose was used and glucose
was supplemented to 2 mM, 6 mM, and 16 mM values.

oTC1 cells clone 9 (ATCC, CRL-2350) were cultured
using Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) low
glucose medium (Corning, NY, USA). The medium was sup-
plemented with 15 mM HEPES, 0.1 mM nonessential amino
acids, 10% fetal calf serum, 0.02% bovine serum albumin
that was free from free fatty acids, and 1% antibiotic—anti-
mycotic. The culture medium was replaced twice a week.
For the experimental conditions, the medium’s composition
remained the same as the culture medium but without the
addition of 10% fetal calf serum. For experiments with vari-
able glucose, DMEM medium without glucose was used and
glucose was supplemented to 2 mM, 6 mM, and 16 mM
values.

Experimental treatment of cells with MOTS-c

In each experiment, the cells were incubated with varying
concentrations of MOTS-c (1, 10, and 100 nM) in the exper-
imental medium. Additionally, there was a control group
where cells were not exposed to MOTS-c. The MOTS-c
peptide used in the experiments was purchased from Nova-
zym (Poznan, Poland). For the aTC-1 cells, the amino acid
sequence of the mouse MOTS-c was MKWEEMGYIFL. On
the other hand, for the INS-1E cells, the amino acid sequence
of the rat MOTS-c was MKRKEMGYIFFSQRTLRNPL.

Immunofluorescence

The cells underwent a series of treatments to prepare them
for staining. Firstly, they were treated with 4% paraformal-
dehyde for 10 min and then washed three times with phos-
phate-buffered saline (PBS). Next, the cells were permea-
bilized with 1% Triton X-100 in PBS for 15 min and then
washed three times with PBS. Subsequently, autofluores-
cence was blocked using 0.1% glycine in PBS for 15 min,
and after removal, the cells were blocked with 2% bovine
serum albumin (BSA) in PBS for 45 min.

For staining, the primary antibodies used were anti-
MOTS-c, antiMOTS-c with blocking peptide, and synthetic
MOTS-c; antiinsulin (in the case of INS-1E cells); and anti-
glucagon (in the case of «TC1 cells). The blocking peptide
(cat. no. MBS543991; MyBioSource, San Diego, CA, USA)
recommended for this antiMOTS-c antibody was used, and
additionally the MOTS-c peptide obtained from Novazym
was added to block the MOTS-c positive signals. Antibody
and blocking peptides were incubated 48 h before the use.
The primary antibodies were allowed to incubate for 1 h at
a concentration of 1:400 in PBS buffer with 0.2% gelatin.
Following this, the cells were washed three times with PBS,
and then the secondary antibody was added for 15 min also
in a concentration of 1:400 in PBS buffer with 0.2% gelatin.
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Then, the nuclei of cells were stained with 4’,6-diamidino-
2-phenylindole (DAPI) for 1 min, and photographs were
taken using LSM 510 Meta, Axiovert 200 M, AxioCamHR,
LD Plan Neofluar 63x/0.75 Korr Ph2 (Zeiss, Oberkochen,
Germany).

The antibodies used for staining were as follows: anti-
insulin, polyclonal guinea pig, cat. no. A0564 (Agilent,
Santa Clara, CA, USA); antiglucagon, polyclonal guinea
pig, cat. no. 4031-01F (Merck Millipore, Burlington, MA,
USA); antiMOTS-c, rabbit polyclonal, cat. no. MBS542112
(MyBioSource, San Diego, CA, USA).

The following secondary antibodies were used: Alexa
Fluor 488 Goat antiguinea pig IgG, cat. no. A11073 (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) and Cy3 Goat antirab-
bit IgG, cat. no. A10520 (Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA).

MOTS-c secretion

Both types of cells were incubated in a 96-well plate and
exposed to an experimental medium with the addition of
(a) oleic, stearic, and palmitic acid at a concentration of
200 uM and without any fatty acid (control group), (b) 2, 6,
and 16 mM of glucose. Additionally, aTC-1 cells were incu-
bated with an experimental medium with 1, 10, and 100 nM
of glucagon and the control without glucagon, and INS-1E
cells were incubated with an experimental medium with 1,
10, and 100 nM of insulin, and the control group without
insulin. Incubations lasted 1.5 h.

To determine the MOTS-c levels in the medium, the Rat
MOTS-c kit (Sunred, Shanghai, China) and Mouse MOTS-c
kit (Sunred, Shanghai, China) were measured following the
instructions provided in the attached manual. To normalize
the results, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetra-
zolium bromide (MTT) assays were conducted after each
incubation, and the secretion results were normalized by
comparing them with the MTT results.

Secretion of hormones

The INS-1E cells were cultured in a 96-well plate and
incubated with MOTS-c for 1.5 h. Following the incuba-
tion period, the insulin levels in the medium were measured
using the RI-13 K (kit from Merck Millipore, Burlington,
MA, USA), according to the instructions provided in the
attached manual.

Similarly, the «TC-1 cells were also cultured in a 96-well
plate and incubated with MOTS-c for 1.5 h. After the incu-
bation, the glucagon levels in the medium were measured
using the GL-32 K (kit from Merck Millipore, Burlington,
MA, USA), according to the instructions provided in the
attached manual.

Cell culture medium with free fatty acids

Before administering the medium to the cells, free warm
fatty acids were added to the medium to achieve a concen-
tration of 200 uM. Subsequently, the cells were incubated
at 37 °C for 1.5 h to facilitate the coupling of the fatty acids
to bovine serum albumin in the medium.

MTT

The cells were incubated for a 24-h incubation period with
MOTS-c. Afterward, a 96-well plate containing the cells
was used for the MTT assay. A 0.05% working solution of
MTT from Merck (Darmstadt, Germany) was added to the
medium in each well, and the plate was placed in an incuba-
tor for 25 min. Following the incubation, the medium was
carefully removed, and the cells were dissolved in 100 pl of
dimethylsulfoxide. The plate was then placed on a thermo-
mixer at 37 °C and gently shaken for 5 min. Subsequently,
the absorbance of the cells was measured at 570 nm wave-
length, and background measurements were taken at 650 nm
wavelength on Synergy 2 (Agilent, Santa Clara, CA, USA).

BrdU

The cells were cultured in a 96-well plate and incubated
with MOTS-c for a duration of 24 h. After this incubation
period, a 5-bromo-2'-deoxyuridin (BrdU) assay was per-
formed using the Cell Proliferation ELISA, BrdU (colori-
metric) kit, according to the instructions provided in the
attached manual.

Cell death

The cells were incubated with MOTS-c for 24 h in a 96-well
plate. To measure the level of cell death, a Cell Death Detec-
tion ELISA Plus test was conducted according to the instruc-
tions provided in the attached manual.

RNA extraction

The cells were incubated with MOTS-c for 24 h in a 12-well
plate. Following the incubation, RNA was extracted from the
cells using Extrazol reagent purchased from BLIRT (Gda-
nsk, Poland), and the RNA extraction protocol provided in
the attached manual was followed.

Reverse transcription
Reverse transcription was performed using the High Out-
put cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,

Waltham, MA, USA), as per the instructions provided in
the manual.
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PCR

The reagent used for the reaction was HOT FIREPol Eva-
Green qPCR Mix Plus (Solis BioDyne OU, Tartu, Esto-
nia). The reaction was carried out using the QuantStudio™
12 K Flex System (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA).

The primer sequences utilized (5'-3') were: Rat insulin
F: CCAGTTGGTAGAGGGAGCAG, R: AGACCATCA
GCAAGCAAGCGGTC. Rat insulin receptor F: CAG
AAAAACCTCTTCAGGCAAT, R: TTCAAGGGATCT
TCGCTTTC. Mouse glucagon F: TACACCTGTTCGCAG
CTCAG, R: TTGCACCAGCATTATAAGCAA. Mouse
glucagon receptor F: GATCCGAGTACGCTCGAGGA,
R: GTTGTGGTGGCATTGGTCAC. GAPDH rat F: CTG
CACCACCAACTGCTTAG, R: TGATGGCATGGACTG
TGG. GAPDH mouse F: ATGGTGAAGGTCGGTGTG
A, R: AATCTCCACTTTGCCACTGC. The PCR reaction
was conducted in a 10 pl volume, containing 5 pl of HOT
FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus, 2 ul of the primer
set (at a dilution of 2.5 uM), and 3 ul of cDNA. The PCR
conditions were as follows: an initial denaturation step at
95 °C for 10 min followed by 40 cycles of denaturation at
95 °C for 15 s, annealing at 60 °C for 1 min, and extension
at 72 °C for 20 s. Subsequently, a melt curve analysis was
carried out with the following steps: 95 °C for 15 s, 60 °C
for 60 s, and 95 °C for 15 s.

Protein isolation

Cells were incubated with MOTS-s for 24 h on a six-well
plate. Following this, they were collected using radioimmu-
noprecipitation assay (RIPA) buffer supplemented with pro-
tease inhibitors. The cell lysate was then vortexed and centri-
fuged twice and put in a thermomixer at 4 °C and shaken at
900 rpm for 10 min. After that, the lysate was centrifuged at
13,000 X g for 10 min. The resulting supernatant containing
protein was transferred to new tubes, and protein concentra-
tion was measured with Pierce BCA Protein Assay (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Western blot

An equal amount of protein with the addition of Laemmli
and p-mercaptoethanol was separated through sodium dode-
cyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
12% gel electrophoresis and then transferred onto a poly-
vinylidene fluoride (PVDF) Western Blotting Membrane
(Roche, Basel, Switzerland). To prevent nonspecific binding,
the membrane was blocked using 3% bovine serum albu-
min. Subsequently, the membrane was incubated overnight
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at 4 °C with primary antibodies (antiMOTS-c, anti-insulin
receptor, and anti-glucagon receptor) at a dilution of 1:1000.

Following the primary antibody incubation, the mem-
brane was washed with TBST buffer and then exposed to a
secondary antibody (antirabbit) at a dilution of 1:5000 for
1.5 h. After another round of washing with TBST, the sig-
nal was visualized using Super Signal West Pico PLUS
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Next, the
membrane was incubated with an anti-f-actin antibody over-
night at 4 °C, followed by washing with TBST and incuba-
tion with a secondary antibody (antimouse) for 1 h. The
signal was visualized using Clarity Western ECL Substrate
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The visualization process
was performed using the ChemiDoc MP Imaging system
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

The antibodies used in WB were as follows: antiMOTS-c,
rabbit polyclonal, cat. no. MBS542112 (MyBioSource, San
Diego, CA, USA); antiinsulin receptor middle region, rab-
bit polyclonal, cat. no. MBS3205807 (MyBioSource, San
Diego, CA, USA); antiglucagon receptor antibody, rabbit
polyclonal. cat. no. OAAF04902 (Aviva Systems Biology,
San Diego, CA, USA).

The secondary antibodies used were as follows: antirabbit
IgG, cat. no. 7074P2 (Cell Signaling, Danvers, MA, USA);
antimouse IgG, cat. no. A2304 (Sigma Aldrich, Saint Louis,
MO, USA).

Results
MOTS-c is present in INS-1E and aTC-1 cells

Immunofluorescence staining showed the presence of
MOTS-c in both INS-1E and aTC-1 cells (Fig. 1a, g). The
use of a blocking peptide abolished the specific signal from
MOTS-c (Fig. 1b, h). In addition, staining was performed to
indicate the presence of insulin and glucagon in INS-1 and
TC-1 cells, respectively (Fig. le, k). The merged images
from the experiment indicate the copresence of MOTS-c
along with these hormones in the endocrine pancreatic cell
lines (Fig. 11, 1).

Insulin and glucagon increase MOTS-c secretion
and gene expression in INS-1E and aTC-1 cells

Secretion of MOTS-c was significantly increased in INS-
1E cells that were incubated for 1.5 h with 10 nM insulin
compared with the control group (Fig. 2a). Furthermore,
the expression of MOTS-c at the protein level was signifi-
cantly higher in cells that were incubated overnight with
both 10 mM and 100 nM insulin, in comparison with the
control group (Fig. 2b).
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Fig. 1 The use of antiMOTS-c antibodies demonstrates the presence »

of MOTS-c peptide inside the INS-1 cells (a), the lack of signal when
blocking peptide was added (b), DAPI staining for INS-1E cells (c),
the MOTS-c localization (d), the insulin localization (e), and MOTS-
¢ colocalization with insulin (f). Images of MOTS-c localization
(d) and insulin localization (e) were merged using Image] software.
Analogous presence of MOTS-c was observed in oTC-1 cells (g), the
lack of signal when blocking peptide was added (h), DAPI staining
for aTC-1 cells (i), the MOTS-c localization (j), the glucagon locali-
zation (k), and MOTS-c colocalization with glucagon (I). Images of
MOTS-c localization (j) and insulin localization (k) were merged
using ImageJ software. The length of the scale bar is 50 pm

Similarly, in «TC-1 cells, the secretion of MOTS-c was
significantly elevated after a 1.5-h incubation in a medium
containing 10 nM glucagon, as compared with the control
group (Fig. 2c). Moreover, the expression of MOTS-c at
protein level was significantly higher in cells that were incu-
bated overnight with both 10 mM and 100 nM glucagon, in
contrast to the control group (Fig. 2d).

MOTS-c lowers insulin gene secretion

and expression and simultaneously increases
insulin receptor gene expression in INS-1E cells,
while MOTS-c increases glucagon gene secretion
and expression in aTC-1 cells and simultaneously
has no effect on glucagon receptor gene expression
in aTC-1

Upon treating INS-1E cells with MOTS-c for 1.5 h, a reduc-
tion in insulin secretion was observed, particularly at a con-
centration of 10 nM MOTS-c (Fig. 3a). Additionally, the
expression of insulin mRNA was lowered in both groups
treated with 10 nM and 100 nM MOTS-c (Fig. 3b). Interest-
ingly, after overnight incubation with MOTS-c, the expres-
sion of the insulin receptor gene was enhanced, especially in
the group exposed to the highest concentration of MOTS-c
(Fig. 3c). However, at the protein level, the expression of the
insulin receptor was higher in the group treated with 10 nM
MOTS-c (Fig. 3d).

In oTC-1 cells, when treated with 100 nM MOTS-c for
1.5 h, an increase in glucagon secretion was higher than
in the control group (Fig. 3e). Moreover, the expression
of glucagon mRNA was increased in the group incubated
with 100 nM MOTS-c after overnight incubation (Fig. 3f).
Simultaneously, no effect of MOTS-c on glucagon receptor
expression was observed (Fig. 3g, h).

MOTS-c secretion and gene expression change
in different glucose levels in the medium

MOTS-c secretion was observed in higher amounts from
INS-1E cells that were incubated for 1.5 h with 2 mM glu-
cose when compared with the group incubated with 16 mM
glucose (Fig. 4 a). Additionally, at the protein level, the

f

expression of MOTS-c was enhanced in cells incubated with
2 mM glucose compared with the cells incubated overnight
with 6 mM glucose (Fig. 4 b).

In «TC1 cells, the secretion of MOTS-c was higher
when incubated with either 2 mM or 16 mM glucose than
in the group incubated with 6 mM glucose (Fig. 4 ¢). On
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Fig.2 Influence of insulin on
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the protein level, the results indicate significant differ-
ences between the groups incubated with 2 mM glucose
and 6 mM glucose (Fig. 4 d).

Free fatty acids enhance MOTS-c secretion
from INS-1E cells but lower it in aTC-1 cells

After a 1.5 h incubation with oleic and stearic acid, the
secretion of MOTS-c from INS-1E cells was signifi-
cantly higher (Fig. 5a). However, in the case of aTC-1
cells, the effect was the opposite, as all three examined
fatty acids—oleic, palmitic, and stearic acid—result in
lower MOTS-c secretion (Fig. 5¢). On the other hand,
after overnight incubation, in both cell lines, stearic acid
appears to lower MOTS-c expression (Fig. 5b, d).
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MOTS-c enhances the viability of INS-1E cells
and decreases the viability of aTC-1 cells

INS-1E cells treated with 100 nM MOTS-c overnight exhib-
ited increased viability compared with the control group
(Fig. 6a). However, aTC-1 cells showed contrasting results,
with reduced viability observed in groups treated with
10 nM MOTS-c after 24 h of incubation (Fig. 6b).

MOTS-c lowers cell proliferation in aTC-1 cells
but notin INS-1E

After 24 h of incubation of aTC-1 cells with MOTS-c, a
decrease of cell proliferation was observed in the group
treated with 100 nM peptide (Fig. 6 d). Conversely, in
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Fig. 3 Insulin secretion from
INS-1E cells after 1.5 h incuba-
tion with MOTS-c, p=0.0377
(a), insulin gene expression

in INS-1E cells after 24 h of
incubation, p =0.0424 (b),
insulin receptor gene expres-
sion in INS-1E cells after 24 h
of incubation with MOTS-c,
mRNA level, p=0.0421 (c),
insulin receptor gene expres-
sion in INS-1E cells after 24 h
of incubation with MOTS-c,
protein level, p =0.0491 (d).
Glucagon secretion from «TC-1
cells after 1.5 h incubation with
MOTS-c, p=0.0436 (e), gluca-
gon gene expression in aTC-1
cells after 24 h of incubation,
p=0.0417 (f). Glucagon recep-
tor gene expression in aTC-1
cells after 24 h of incubation
with MOTS-c, mRNA level (g),
glucagon receptor gene expres-
sion in «TC-1 cells after 24 h
of incubation with MOTS-c,
protein level (h). The Western
Blot effect presented as the ratio
of the insulin or glucagon recep-
tor to the p-actin. Data show
mean + SEM, * means p <0.05
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Fig.4 Glucose influence on a b
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INS-1E cells, no significant differences in proliferation were
observed (Fig. 6 c).

MOTS-c decreases apoptosis in INS-1E and aTC-1
cells

After 24 h of incubation with MOTS-c, the results indicated
that this peptide lowers apoptosis in both types of examined
cells. In INS-1E cells, significant changes were observed in
both the 10 and 100 nM MOTS-c groups, while in aTC-1
cells, changes were only observed in the 10 nM MOTS-c

group (Fig. 6e, f).
Supplementary data
MOTS-c alters the expression of some components of

intracellular signaling pathways and transcription fac-
tors. We examined the expression of glucose transporter 2
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(GIuT2), cAMP response element-binding protein (CREB),
and 5'-AMP-activated protein kinase (AMPK) in INS-1E
cells (Supplementary Fig. 1a, c, e) and glucose transporter
1 (GluT1), Pax6 transcription factor, and MafB transcription
factor in aTC-1 cells (Supplementary Fig. 1b, d, f). As our
work does not describe these pathways in detail, we present
them as supplementary data. Below are the primer sequences
used in supplementary experiments on INS-1E cells: GluT2
F: TAGTCAGATTGCTGGCCTCAGCTT, R: TTGCCC
TGACTTCCTCTTCCAACT. CREB F: GCACAGACCACT
GATGGACA, R: ACGCCATAACAACTCCAGGG. AMPK
F: GGTGAAGATCGGCCACTACAT, R: ATTTTCCCG
ACCACGTCCAG. Below are the primer sequences used in
supplementary experiments on aTC-1 cells: GluT1 F: ACC
CTGGGACTGCAGGTT, R: AGGGACGGAGGGCTACTG
. Pax6 F: CACCAGACTCACCTGACACC, R: TCTCAC
ACATCTGCTCACCG. Mafb F: CAGGGCTGGTTTGGA
ATCCT, R: TTGGCTCAATGGGAGCTCAG.



Histochemistry and Cell Biology (2024) 161:449-460

457

Fig.5 Free fatty acids influence a
MOTS-c secretion after 1.5 h
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Statistical analysis

All analyses were carried out using GraphPad Prism 6.0
software (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). The
results are presented as the arithmetic mean + SEM. The
significance of differences was determined using one-way
analysis of variance (ANOVA) with a Dunnett post hoc test,
comparing the results with the control group. Additionally, a
Tukey post hoc test was employed when comparing groups
with each other. Statistical significance is denoted by * for
p<0.05 and ** for p<0.01.

Discussion
MOTS-c is a novel peptide that has captured the interest of

researchers since its discovery. It has been found to exert a
significant impact, particularly on muscle tissue. In vitro
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research has demonstrated that MOTS-c enhances muscle
differentiation in human (LHCN-M2) and mice (C2C12)
cell lines (Garcia-Benlloch et al. 2022). Additionally, it
may act against skeletal muscle wasting induced by insu-
lin resistance (Kumagai et al. 2021). Besides its effect on
muscle tissue, MOTS-c also influences adipose tissue by
promoting adipose thermogenesis to counteract hypo-
thermia (Lu et al. 2019a). Furthermore, there are studies
indicating its protective effect on pancreatic islets in type
I diabetes in mice (Kong et al. 2021). Similar observa-
tions regarding the protective effect of MOTS-c on pan-
creatic islets and increasing insulin sensitivity in C2C12
cells were also demonstrated in the work of Yin et al. (Yin
et al. 2022). At the same time, a decrease in the amount
of MOTS-c peptide in the blood of people with diabetes
has been observed (Ramanjaneya et al. 2019). All of these
findings highlight the importance of MOTS-c as a crucial
metabolic factor.
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Fig.6 Effect of 24 h incuba- a b
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The aim of this study is to determine the influence of
MOTS-c on pancreatic cell lines INS-1E and «TC-1, repre-
senting f and « cells involved in glucose metabolism. The
study showed that MOTS-c is present in both INS-1E and
aTC-1 cells under normal conditions (Fig. 1). This is not
surprising, as MOTS-c, being a mitochondrial peptide, is
also found in pancreatic endocrine cells. Although there
were no specific MOTS-c-producing cells in the pancreas,
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it was expressed in cells producing insulin and glucagon.
Considering its mitochondrial origin, it is likely that MOTS-
c is distributed widely in various tissues and cells throughout
the entire organism. Consequently, endogenous, as well as
exogenous, peptides may impact many aspects of cellular
physiology through paracrine and endocrine interactions.
This study also investigated the influence of the main
pancreatic hormones on MOTS-c secretion from pancreatic
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cells. Both insulin and glucagon were found to enhance the
secretion of MOTS-c. This suggests that MOTS-c may be
cosecreted with other hormones when the secretory activity
of the cell is elevated. Existing studies indicate that MOTS-c
can regulate metabolism in different tissues, such as skeletal
muscle (Lee et al. 2015). However, it is important to remem-
ber that INS-1E and aTC-1 cells are model cells, functioning
in isolated monoculture, rather than in a more complicated
environment with various types of cells, as seen in pancre-
atic islets, where many other hormones circulate and inter-
cellular reactions occur. Nevertheless, the results obtained
in this study demonstrate an undisturbed, direct increasing
effect of pancreatic hormones on MOTS-c secretion.

The subsequent part of this research aimed to examine the
effect of MOTS-c on the secretion of the two main pancre-
atic hormones: insulin and glucagon. The results revealed
that, after incubation with MOTS-c, there was a decrease
in insulin secretion and expression in INS-1E cells, while
glucagon secretion and expression increased in aTC-1 cells.
These findings strongly suggest that MOTS-c plays a major
role in regulating pancreatic cells and glucose metabolism.
Additionally, the expression of the insulin receptor was
enhanced, indicating higher insulin sensitivity in p cells,
which aligns with previous discoveries demonstrating that
MOTS-c increases cellular insulin sensitivity (Lee et al.
2015). Additionally, the experiment showed a feedback loop
between MOTS-c and insulin. Insulin increases MOTS-c
secretion, while MOTS-c, in turn, lowers insulin secretion.
However, no similar relationship was observed with gluca-
gon. It is known that there are many different regulators of
glucagon secretion, such as glucose, which, when released
via glucagon activity, inhibits glucagon secretion (Fig. 3).

Furthermore, additional tests were conducted in this study
to examine MOTS-c secretion after incubation with glucose.
It is worth noting that these experiments required a change
in the basal cell medium since INS-1E and oTC-1 cells
are standard cultured in different glucose concentrations
(11 mM and 5.6 mM, respectively). This change was neces-
sary to examine MOTS-c secretion under hypo-, normo-, and
hyperglycemic conditions, which simulate hunger, homeo-
stasis, postprandial status, or diabetes. The results obtained
from these tests on model cells demonstrated that energetic
compounds can directly modulate the secretion of MOTS-c,
further confirming its role in regulating metabolism.

Additionally, the study revealed that glucagon secretion
increases in low glucose concentrations, and interestingly,
glucagon itself acts as an enhancer of MOTS-c secretion.
This finding suggests that, under conditions of hunger, char-
acterized by low blood glucose levels and high glucagon
levels, MOTS-c may serve as a stimulant for various ways
of gaining energy, such as through lipolysis and fatty acids
or glycogenolysis and glucose (Figs. 4 and 5).

Finally, we examined the influence of MOTS-c on the
viability of pancreatic endocrine cells, which is of significant
importance in type II diabetes, where beta cell damage and
reduced functioning play a crucial role in disease develop-
ment (Porte 1991). The results showed that MOTS-c reduces
apoptosis in both types of examined cell lines, aligning with
the known protective effects of MOTS-c and other MDPs
(Merry et al. 2020). An interesting observation was that
MOTS-c acts differently on alpha and beta cell lines con-
cerning cell viability, as measured by the MTT assay. While
it enhances viability in INS-1E cells, there is the opposite
effect in aTC-1 cells. This difference could be related to
the fact that MOTS-c also modulates hormone secretion in
these cells, and the altered viability may be influenced by
the varying levels of hormone secretion. It is plausible that
cells that secrete more (glucagon from aTC-1) might exhibit
lower vitality (Fig. 6).

MOTS-c has emerged as an exceptionally attractive
peptide for examination. Especially its protective effect on
the heart seems worth further attention (Wang et al. 2023;
Zhong et al. 2022; Li et al. 2022). It ranks high on the list
of potential candidates for medical use as a drug. Its unique
way of affecting metabolism, leading to the nonoxidation
of glucose through glycolysis, suggests that MOTS-c may
have fewer disadvantages as a medicine compared with other
AMPK-activating substances that could cause more side
effects (Gao et al. 2023).

Conclusions

The direct impact of MOTS-c on pancreatic cell functioning
has not been examined previously, but MOTS-c is a very
significant regulator of pancreatic function. The results
obtained from this study provide good fundamentals for fur-
ther experiments. While cell lines serve as common models
for initial experiments, the next step should involve experi-
ments with isolated pancreatic islets to observe how MOTS-
c influences pancreatic physiology in a more complex and
physiological environment beyond cell culture conditions.
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Abstract

MOTS-c is a promising regulator of metabolism and energy homeostasis. While its effects have been studied in cell lines,
our team aimed to investigate its influence on more complex structures—specifically, isolated pancreatic islets. We used two
animal models: the rat, which is commonly studied, and the pig, which shares greater physiological similarities with humans.
This study assessed the expression and secretion of insulin and glucagon, the expression of their receptors, cell viability, and
cell death following MOTS-c treatment of the islets. Additionally, we examined how MOTS-c secretion is affected by different
incubation media, such as the presence of free fatty acids, pancreatic hormones, and different glucose concentrations. The
results indicate that MOTS-c impacts pancreatic islet physiology by, for example, reducing insulin and glucagon secretion
and enhancing cell viability. Notably, the effects differed between the two species, which may be attributed to anatomical
differences in their pancreatic islets or structural variations in rat and pig MOTS-c. These facts may lead to the conclusion

that if MOTS-c may be helpful in human medicine, the pig model should be considered another valuable choice.

Keywords MOTS-c - Pancreas - Pancreatic islets

Introduction

The continuous development of biological sciences contin-
ues to uncover new peptides that regulate key physiologi-
cal functions. With the development of innovative research
methods, new discoveries and insights are constantly emerg-
ing. Seventy years ago, the structure of DNA was described
(Watson and Crick 1953). Ten years later, mitochondrial
DNA was identified (Nass and Nass 1963). In the early
twenty-first century, the first mitochondrial-derived pep-
tide, humanin, was discovered in Hashimoto’s laboratory
(Hashimoto et al. 2001).

Nearly a decade ago, MOTS-c peptide (mitochondrial
open reading frame of the 12S rRNA-c) was identified. It
was first discovered in silico as a short open reading frame
within the 12S rRNA gene of the mitochondrial genome.
MOTS-c is highly conserved across multiple species and is
expressed in various tissues and organs, including the heart,
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kidneys, and muscles (Lee et al. 2015). Initial studies dem-
onstrated that MOTS-c plays a significant role in metabolism
and insulin resistance (Lee et al. 2015). Since then, many
additional studies have explored its functions (Mohtashami
et al. 2022). For example, it has been shown to provide pro-
tection in lipopolysaccharide-induced septic cardiomyopathy
(Wu et al. 2023) and to exert a potential therapeutic effect
in postoperative acute lung injury by mitigating damage and
suppressing ferroptosis caused by myocardial ischemia—rep-
erfusion (Lu et al. 2023). Moreover, MOTS-c plasma levels
appear to be associated with obesity, as reduced levels have
been observed in men, adolescents, and children with obe-
sity (Du et al. 2018; Luo et al. 2023).

However, the functions of this peptide are still undiscov-
ered and undescribed. In particular, limited research has
investigated the peptide’s role in the pancreas and pancreatic
islets. It is known that MOTS-c exerts a protective effect
on pancreatic islets in type 1 diabetes mellitus (Kong et al.
2021) and that it alleviates hyperglycemia and insulin resist-
ance in gestational diabetes mellitus (Yin et al. 2022).

In our previous study (Bieni et al. 2024), we examined
the effects of MOTS-c on pancreatic cell metabolism using
laboratory cell line models (INS-1E and aTC-1). Since the
results were promising for further research, we decided to
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examine how MOTS-c changes pancreas metabolism using a
more complex structure as a test object—isolated pancreatic
islets obtained from rats and pigs. Both animals are widely
used as model organisms in biomedical research (Ericsson
et al. 2013), and they offer contrasting pancreatic islets. In
rats, the pancreas is dispersed throughout the intestinal mes-
entery, and the islets exhibit a distinct organization, with
fB-cells located centrally and a-cells at the periphery. In con-
trast, pigs have a more compact pancreas, and their islets
lack such clear segregation, resembling the islet structure
of the human pancreas more closely (Hoang et al. 2014).

Materials and methods
Animal information

Male Wistar rats, each weighing approximately 300 g,
were obtained from the Animal House of the Mossakowski
Medical Research Institute, Polish Academy of Sciences.
Piglets of the Ztotnicka White pig, weighing approximately
7-8 kg, were acquired from the Swadzim Agricultural
Experimental Farm at the Poznan University of Life
Sciences. All experimental procedures were conducted in
accordance with Polish law and the guidelines of the Local
Ethical Commission for Animal Research.

The MOTS-c peptide used in the experiments was
purchased from Novazym (Poznar, Poland). For experiments
involving rat islets, the rat-specific MOTS-c amino acid
sequence—MKRKEMGYIFFSQRTLRNPL—was used.
For experiments involving pig islets, the human MOTS-c
sequence—MRWQEMGYIFYPRKLR—was used, as the
porcine MOTS-c sequence has not yet been identified.
Given that pigs are physiologically closer to humans than
rats, especially in pancreatic structure, we chose to use the
human MOTS-c peptide in our pig-based experiments.

Isolation of rat pancreaticislets

Male Wistar rats were decapitated and exsanguinated,
after which the dissection procedures were carried out
immediately. The abdominal cavity was opened, and
clamps were placed on the duodenum near the pancreatic
duct estuary. The pancreatic duct was then severed, and a
cannula was inserted. A total of 13 ml of Hanks’ balanced
salt solution (HBSS, 0.137 M NaCl, 5.37 mM KCl, 4.17 mM
NaHCO;, 1.26 mM CacCl,, 0.84 mM MgSO,, 0.44 mM
KH,PO,, and 0.34 mM Na,HPO,) containing 13 Wunsch
units of Liberase TL (cat. no. 05401020001, Roche, Basel,
Switzerland) was injected into the pancreas. The pancreas
was excised, transferred to a Falcon tube, and incubated in
a water bath at 37 °C for 11 min. Following incubation, the
tube was shaken vigorously for 30 s. The enzymatic digestion
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was stopped by adding HBSS supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS). The islets were washed and manually
isolated under a binocular microscope (Delta Optical,
Poznar, Poland), then transferred into Krebs Ringer buffer
(KRB, 115 mM NaCl, 24 mM NaHCO;, 5 mM KCl, 1 mM
MgCl,, 1 mM CaCl,, and 0.5% bovine serum albumin, BSA)
containing 6 mM glucose. They were incubated at 37 °C
with 5% CO, for 1.5 h to allow regeneration. Approximately
50 islets were collected for RNA or protein extraction. For
RNA isolation, islets were frozen in 500 ul of TRIzol (cat.
no. 15596026, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA); for protein extraction, they were frozen in 200 pl
of radioimmunoprecipitation assay buffer (RIPA, cat. no.
20-188, Merck Millipore, Burlington, MA, USA). All
samples were stored at — 80 °C until further processing.

Isolation of pig pancreaticislets

Pancreatic islets were isolated from the Ztotnicka White
piglets via enzymatic digestion of the pancreas. The animals
were killed by an overdose of anesthetics and sedatives
administration (medetomidine 200 pg/kg of body weight and
ketamine 40 mg/kg of body weight) and then exsanguinated
by intracardiac puncture. The pancreas was excised and
placed in HBSS. Approximately 2 g of pancreatic tissue was
transferred into a Falcon tube containing 10 ml of HBSS
and finely chopped with scissors. Collagenase P (cat. no.
11213873001, Roche, Basel, Switzerland) was then added
to the solution. The tube was incubated in a water bath at
37 °C for 12 min, followed by vigorous shaking outside
the bath for 1 min. Enzymatic digestion was stopped by
adding 90 ml of HBSS supplemented with 10% FBS. The
islets were washed and manually isolated under a binocular
microscope (Delta Optical, Poznar, Poland), then transferred
to KRB containing 6 mM glucose. They were incubated
at 37 °C with 5% CO, for 1.5 h to allow for regeneration.
Approximately 50 islets were collected for RNA or protein
isolation. For RNA extraction, islets were frozen in 500 pl
of TRIzol (cat. no. 15596026, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA); for protein extraction, they were
frozen in 200 pl of RIPA (cat. no. 20-188, Merck Millipore,
Burlington, MA, USA). Samples were stored at — 80 °C until
further analysis.

Protein isolation

Pancreatic islets were incubated for 24 h in a 12-well plate.
Following incubation, the islets were collected using RIPA
buffer supplemented with cOmplete protease inhibitor
tablets (cat. no. 04693116001, Roche, Basel, Switzerland)
for protein isolation. The lysate was mixed using a vortex
and centrifuged (two times). The tubes were then placed on a
thermomixer and shaken at 900 rpm at 4 °C for 10 min. The
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samples were then centrifuged for 10 min at 13,000 X g. The
resulting supernatant was carefully transferred to new tubes.
Protein concentrations were measured using the Pierce BCA
Protein Assay (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA), following the manufacturer’s protocol.

Western blot

The Western blot procedure followed the protocol described
in Bien et al. (2024). Briefly, equal amounts of protein
(15 pg) were separated by 12% gel electrophoresis (SDS
PAGE) and transferred onto a 0.2-um PVDF membrane.
The membrane was blocked using 3% BSA and incubated
overnight with the primary antibody 1:1000. After the
membrane was washed with tris-buffered saline with Tween-
20 (TBST), it was incubated with a secondary antibody
1:5000 for 1.5 h. Secondary antibodies were conjugated
with horseradish peroxidase and the signal detection method
was chemiluminescence. The signal corresponding to the
target protein was measured. Subsequently, the membrane
was incubated overnight with anti-p-actin or antiGAPDH
antibody 1:5000, washed with TBST, and incubated again
with a secondary antibody 1:5000. The signal for the
reference protein was visualized using Super Signal™ West
Pico PLUS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
and detected using the ChemiDoc MP Imaging system (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA).

The antibodies and blocking peptide used for Western
blotting were as follows: antiMOTS-c, rabbit polyclonal
(cat. no. MBS542112, MyBioSource, San Diego, CA, USA);
blocking peptide (cat. no. MBS543991, MyBioSource, San
Diego, CA, USA); anti-p-actin (cat. no. A1978, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA); antiGAPDH (cat. no. G8795,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). The secondary
antibodies used were as follows: antirabbit IgG (cat. no.
7074P2, Cell Signaling, Danvers, MA, USA) and antimouse
IgG (cat. no. A2304, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Immunofluorescence

Rat and pig pancreases were dissected out and placed in
Bouin’s reagent (150 ml picric acid, 50 ml formaldehyde,
10 ml acetic acid; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
immediately. Subsequently, fixed pancreases were embedded
in paraffin, and sliced in 5-um sections using a microtome.
Paraffin was removed by heating the slides at 60 °C for
45 min. The sections were then rehydrated through graded
alcohol solutions with decreasing concentrations (100%,
85%, 70%, 60%, 50%, water). Antigen retrieval was
performed by boiling the slides in citrate buffer (pH 6,
10 mM disodium citrate and 0.05% Tween-20) three times
for 5 min each, then cooling at room temperature for 20 min.
Afterward, the samples were rinsed with water for 5 min.

The tissue sections on the slides were encircled using a Dako
Pen to contain the reagents during incubation.

To reduce autofluorescence, the samples were incubated
in 15 mM glycine solution for 5 min, washed in phosphate-
buffered saline (PBS), incubated in 0.2% gelatin solution,
and washed again with PBS. Primary antibodies were
then applied to stain for MOTS-c 1:200 (with and without
100 pl of blocking peptide in a concentration 2.5 mg/ml),
insulin 1:400, and glucagon 1:400 in PBS buffer with 0.2%
gelatin. Sections were incubated with primary antibodies
overnight. For MOTS-c staining with blocking peptide,
the antibodies were preincubated with the peptide for 48 h
before application. Following primary antibody incubation,
all samples were washed and incubated for 1 h in PBS
containing 0.2% BSA. The secondary antibody was added
for 15 min also in a concentration of 1:400 in PBS buffer
with 0.2% gelatin. Finally, cell nuclei were stained with
4'.6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) for 1 min. Images
were captured using a Leica DMIS8 fluorescence microscope
(camera Leica K5-14403549, 16 bits, 2048 pixels, software
system LAS X, objective HC PL FLUOTAR L 20x/0.40
DRY, aperture 0.4).

The antibodies and blocking peptide used for
immunofluorescence were as follows: antiMOTS-c, rabbit
polyclonal (cat. no. MBS542112, MyBioSource, San
Diego, CA, USA); blocking peptide (cat. no. MBS543991,
MyBioSource, San Diego, CA, USA); anti-insulin,
polyclonal guinea pig (cat. no. A0564, Agilent, Santa Clara,
CA, USA); and antiglucagon, polyclonal guinea pig (cat.
no. 4031-01F, Merck Millipore, Burlington, MA, USA).
The secondary antibodies used were Alexa Fluor 488 goat
antiguinea pig IgG (cat. no. A11073, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) and Cy3 Goat antirabbit IgG (cat. no.
A10520, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).

MOTS-c secretion and cell culture medium with free
fatty acids

Pancreatic islets were placed in a 48-well plate, with five
islets per well, and incubated for 1.5 h in Krebs buffer. The
control group received buffer without any additives, while
experimental groups received Krebs buffer supplemented
with: (a) 200 uM of oleic, stearic, or palmitic acid; (b)
insulin at concentrations of 1, 10, or 100 nM; (c) glucagon
at concentrations of 1, 10, or 100 nM. Additionally, rat and
pig pancreatic islets were incubated for 1.5 h in experimental
media containing glucose at concentrations of 2, 6, or
16 mM. MOTS-c levels in the incubation medium were
measured using rat and pig MOTS-c ELISA kits (SunRed,
Shanghai, China), following the manufacturer’s instructions.

Before islets were incubated in the medium, warm, free
fatty acids were added to the medium, resulting in a final
concentration of 200 uM of each free fatty acid. Then, the
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experimental medium was incubated for 1.5 h at 37 °C to
couple free fatty acids to BSA in the medium.

Secretion of hormones

Rat and pig pancreatic islets were incubated for 1.5 h in
a 48-well plate with varying concentrations of MOTS-c
(1 nM, 10 nM, and 100 nM or alternatively 10 nM and
100 nM in Krebs Ringer buffer), along with a control group
that received no MOTS-c. After incubation, hormone
concentrations were measured using ELISA kits specific
to each species. Insulin levels were assessed using the Rat
Insulin (INS) ELISA Kit and the Pig Insulin (INS) ELISA
Kit (SunRed, Shanghai, China), while glucagon levels were
determined using the Rat Glucagon (GC) ELISA Kit and the
Pig Glucagon (GC) ELISA Kit (all from SunRed, Shanghai,
China). All measurements were conducted according to the
protocols provided by the manufacturer.

RNA extraction, reverse transcription, and PCR

Pancreatic islets were incubated for 24 h in 12-well
plates. Following incubation, total RNA was extracted
using TRIzol according to the manufacturer’s instructions
and was measured by Implen NP80 NanoPhotometer
(Implen, Munich, Germany). Reverse transcription was
then performed using the High Output cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Waltham, MA,
USA), following the protocol provided in the kit manual.

Quantitative PCR was carried out using the HOT
FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (Solis BioDyne OU,
Tartu, Estonia) on the QuantStudio™ 12K Flex System
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). The
primer sequences (5'-3") were as follows. Rat insulin F:
CCAGTTGGTAGAGGGAGCAG, R: AGACCATCAGCA
AGCAAGCGGTC; insulin receptor F: CAGAAAAAC
CTCTTCAGGCAAT, R: TTCAAGGGATCTTCGCTTTC;
glucagon F: AAGATGGTTGTGAATGGTGAAA, R: TGA
GATGAACACGATTCTCGAT; glucagon receptor F: TTC
TGTTGCAGACCAGCTCA, R: GTGACCAGTGCCACC
ACA; GAPDH F: CTGCACCACCAACTGCTTAG, R: TGA
TGGCATGGACTGTGG; pig insulin F: GTGGCATCGTGG
AGCAGT, R: CGGCCTAGTTGCAGTAGTTCTC; insulin
receptor F: AACGCCAGGGACATCGTCAA, R: CTT
TGGACACCACCCCCAGG:; glucagon F: CATCAGCCA
CTGCACAAAAT, R: AGGGCACGTTTACCAGTGAC;
glucagon receptor F: GTCACGAAGGCAAACACCAC,
R: CTGCCCTGGTACCACAAAGT; TATA-box binding
protein (TBP) F: TTGAGAACATCTACCCTATCC, R: CGT
CCACAACACCACCATT.

The PCR reaction was carried out in a total volume of
10 pl, consisting of 5 ul of reagent mix, 3 ul of cDNA, and
2 ul of primer mix (final primer concentration of 2.5 uM).
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Cycling conditions included an initial denaturation at
95 °C for 10 min, followed by 40 cycles of 15 s at 95 °C
(denaturation), 1 min at 61 °C (annealing), and 20 s at 72 °C
(extension). Melt curve analysis was performed with the
following settings: 95 °C for 15 s, 60 °C for 60 s, and 95 °C
for 15 s.

MTT

Pancreatic islets were incubated with different concentrations
of MOTS-c for 24 h. Following incubation, a 0.05% MTT
solution (Merck Millipore, Burlington, MA, USA) was
added to the islets. The plate was then incubated for 20 min
at 37 °C. Afterward, the medium was removed, and the islets
were dissolved in 100 ul of dimethylsulfoxide. Absorbance
was measured at a wavelength of 570 nm, with background
correction performed at 650 nm, using the Synergy 2
microplate reader (Agilent, Santa Clara, CA, USA).

Apoptosis

Pancreatic islets were incubated with MOTS-c for 24 h in
96-well plates. The level of apoptosis was assessed using
the Cell Death Detection ELISA Plus kit (Roche, Basel,
Switzerland), following the manufacturer’s protocol.
Absorbance was measured at a wavelength of 405 nm,
with background correction performed at 490 nm, using
the Synergy 2 microplate reader (Agilent, Santa Clara, CA,
USA).

Statistical analysis

All analyses were carried out using GraphPad Prism 6.0
software (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). The
results are presented as the arithmetic mean + SEM. The
significance of differences was determined using one-way
analysis of variance (ANOVA) with a Dunnett post hoc test,
comparing the results with the control group. Additionally, a
Tukey post hoc test was employed when comparing groups
with each other (experiments with glucose). Statistical
significance is denoted by * for p < 0.05 and ** for p <0.01.

Results
antiMOTS-c antibody is specific to pig MOTS-c

To confirm the specificity of the antiMOTS-c antibody,
Western blot analysis was performed using pancreatic tis-
sue from rats and pigs (Fig. 1). Unfortunately, we do not
have access to other validation methods related to genetics
methods or mass spectrometry. On the membrane incubated
with antiMOTS-c antibody, there was one clear signal in a
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Fig. 1 Confirmation that antiMOTS-c antibody is specific to pig MOTS-
c. a Chemiluminescence, b visible light, ¢ combination of a and b. Left
membrane: left track, rat pancreas; right track, pig pancreas. There is a
visible difference between the sizes of the MOTS-c protein in each spe-
cies: right membrane, left track, rat pancreas; right track, pig pancreas.
The molecular weight of rat MOTS-c is approximately 5 kDa, porcine
MOTS-c is approximately 42 kDa. On the right membrane, an antibody
blocked with MOTS-c peptide was used. The extinguishing of the signals
from rats and pigs can be observed

sample from the rat pancreas and one clear signal in the sam-
ple from the pig pancreas. These signals disappeared when
the antibody was preincubated with the MOTS-c blocking
peptide dedicated to this antibody, confirming antibody
specificity. Interestingly, MOTS-c signals were detected at
different molecular weights, with pig MOTS-c appearing
at a higher position than rat MOTS-c. This suggests differ-
ences in the amino acid sequence and/or tertiary structure
between species, possibly due to the formation of distinct
oligomeric complexes in pigs. Because the molecular weight
of pig MOTS-c overlaps with that of B-actin (used as a ref-
erence protein), GAPDH was used instead as the control in
Western blots involving pig tissue.

MOTS-c is present in rat and pig pancreaticislets

Immunofluorescence staining of isolated pancreatic islets
confirmed the presence of MOTS-c in both rat and pig islets
(Figs. 2a and 4a). The specificity of this signal was elimi-
nated using a blocking peptide (Figs. 2d and 4d). Additional
staining for insulin and glucagon was conducted to assess the
colocalization of MOTS-c with these hormones (Figs. 3d, h
and 5d, h). In rats, MOTS-c was detected throughout the
pancreas, including both endocrine and exocrine regions.
In contrast, in pigs, MOTS-c expression was restricted to
the islets, the endocrine portion of the organ. The detection
of MOTS-c and insulin and glucagon in rats showed that
MOTS-c is not produced by separate cells but colocalizes
in cells, producing both insulin and glucagon. Colocaliza-
tion is also observed in the pig, but in this species MOTS-c
is produced by cells within the islets but not in all cells that
also synthesize insulin or glucagon.

Energetic compounds and pancreatic hormones
change MOTS-c expression and secretion from rat
pancreaticislets

A lower glucose concentration (2 mM) in the incubation
buffer led to increased MOTS-c secretion, although no
change was observed in protein expression levels in rat pan-
creatic islets (Fig. 6a, b). Incubation with free fatty acids in
the medium did not produce significant changes in either
MOTS-c secretion or expression (Fig. 6¢, d). Significant
changes were noticed after incubation of pancreatic islets
with insulin: in each of the examined groups, there was sig-
nificant enhancement of secretion of MOTS-c. Also, there
was an increased expression of MOTS-c on protein level
in islets treated with 100 nM insulin (Fig. 6e, f). Glucagon
treatment induced a significant increase in MOTS-c secre-
tion at the 10 nM concentration, but no change in protein
expression was detected (Fig. 6g, h).
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Fig.2 Immunofluorescence staining in rat pancreatic islet. a MOTS-c
presence in rat pancreatic islet, b DAPI staining in rat pancreatic islet,
¢ combination of a and b, d disappearing signal of MOTS-c, when

using blocking peptide, e DAPI staining in rat pancreatic islet, f com-
bination of d and e. Scale bar 100 pm

MOTS-c lowers insulin and glucagon secretion
but enhances its expression at the RNA level in rat
pancreaticislets

Treatment of rat pancreatic islets with MOTS-c resulted
in reduced insulin secretion at concentrations of 10 and
100 nM (Fig. 7a), and decreased glucagon secretion at
10 nM (Fig. 7b). The addition of MOTS-c to incuba-
tion medium enhanced insulin and glucagon expression
(Fig. 7c, d). Tests were also performed measuring expres-
sion changes of insulin receptor and glucagon receptor
after incubating rat pancreatic islets with different concen-
trations of MOTS-c; these showed increased expression on
RNA level only in insulin expression in the group treated
with 10 nM MOTS-c (Fig. 7e, f).
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Fig. 3 Immunofluorescence staining in rat pancreas: a MOTS-c, b
insulin, ¢ DAPI staining, d colocalization of MOTS-c and insulin in

rat pancreas e MOTS-c, f glucagon, g DAPI staining, h colocalization
of MOTS-c and glucagon in rat pancreas. Scale bar 100 pm

Energetic compounds and pancreatic hormones
change MOTS-c secretion but not MOTS-s expression
on protein level in pig pancreatic islets

Incubation of pig pancreatic islets in 2 and 16 mM glucose
resulted in lower secretion of MOTS-c, but it did not change
the expression of this peptide (Fig. 8a, b). Treating pancre-
atic islets with insulin and glucagon enhanced and dimin-
ished MOTS-c secretion in groups with 100 nM of each
hormone, respectively (Fig. 8e, g). No significant changes
in expression were observed after incubating pig pancreatic
islets with those hormones (Fig. 8f, h).

Insulin and glucagon lowers MOTS-c expression
and enhances MOTS-c secretion in pig pancreatic
islets

A significant increase in the secretion of MOTS-c was
observed in pig islets treated with 100 nM glucagon,
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Fig.4 Immunofluorescence staining in pig pancreas: a presence of
MOTS-c in pig pancreas, b DAPI staining, ¢ combined pictures of a
and b, d disappearing signal of MOTS-c after use of blocking pep-
tide, e DAPI staining, f combination of d and e. Scale bar 100 um

whereas insulin treatment did not affect secretion (Fig. 9a,
b). At the RNA level, MOTS-c expression was signifi-
cantly reduced after treatment with 100 nM insulin and
10 nM glucagon (Fig. 9c, d). No changes were detected
in the RNA expression of insulin or glucagon receptors
(Fig. 9e, f).

Fig.5 Immunofluorescence staining in pig pancreas: a MOTS-c, b
insulin, ¢ DAPI staining, d colocalization of MOTS-c and insulin in
pig pancreas, e MOTS-c, f glucagon, g DAPI staining, h colocaliza-
tion of MOTS-c and glucagon in pig pancreas. Scale bar 100 um

MOTS-c enhances the viability of pig and rat
pancreatic islets but does not affect their apoptosis

Treating pancreatic islets obtained from pigs and rats with
MOTS-c increased their viability (in groups with 10 and
100 nM, respectively; Fig. 10a, b). However, MOTS-c had
no significant impact on apoptosis levels in either species
(Fig. 10c, d).
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«Fig. 6 Influence of chosen energetic compounds and hormones on
secretion and expression of MOTS-c examined with Western blot-
ting in rat pancreatic islets. a MOTS-c secretion after incubation
with different concentrations of glucose, b MOTS-c expression after
incubation with different concentrations of glucose, ¢ MOTS-c secre-
tion after incubation with free fatty acids, d MOTS-c expression after
incubation with free fatty acids, e MOTS-c secretion after incuba-
tion with insulin, f MOTS-c expression after incubation with insu-
lin, g MOTS-c secretion after incubation with glucagon, h MOTS-c
expression after incubation with glucagon. Data show mean+ SEM.
*p<0.05; ¥*p <0.01

Discussion

In the context of metabolic disorders, it is well established
that a Western diet and lifestyle contribute to the rising
incidence of obesity and type 2 diabetes mellitus (Kopp
2019). One challenge for researchers is finding a way to
prevent the spread of such diseases. New naturally occurring
compounds continue to be discovered and evaluated for their
physiological impact on both animals and humans. Our
research team previously investigated MOTS-c, a peptide
derived from the mitochondrial genome and discovered in
2015, which has been shown to enhance insulin sensitivity
(Lee et al. 2015). Following promising results from
experiments using cultured pancreatic cell lines (Bien et al.
2024), we extended our studies to more complex biological
models. In selecting model species, our primary aim was to
compare two morphologically distinct pancreatic types and
assess whether MOTS-c modulates pancreatic islet function.

First, we confirmed the specificity of the antiMOTS-c
antibody for the pig peptide. During this test, it was
discovered that pig MOTS-c is larger than the corresponding
peptide present in the rat pancreas. This is particularly
important because the amino acid sequence of this peptide is
still unknown (Lee et al. 2015). Moreover, since pig MOTS-c
is a larger protein, it will be a fascinating subject for further
experiments. As a result of the unavailability of a synthetic
pig MOTS-c peptide and the physiological similarities
between pigs and humans (Lunney 2021), we chose to
use the human analogue in all pig-related experiments. Of
course, we are aware of the limitations of this solution, but
it was the only way to test the mentioned models. Since
these two model animals have different pancreas anatomy,
there were differences in the results of experiments as well.
In rats, MOTS-c is present in the whole pancreas—in the
endocrine and exocrine parts. In pigs, MOTS-c occurs only
in the endocrine part of the pancreas (Figs. 1, 2, 3, and 4).
Together with the different sizes of the porcine peptide, this
may indicate significant differences in the physiological role
of MOTS-c between these species. As mentioned before,
the pig is an excellent model for humans, and its pancreas
is anatomically closer to humans than the rat one; we can
assume that the results obtained on the swine model could be

more related to what is expected in humans. Rodents are also
good laboratory animals because they are relatively cheap
and easy to care for. They are good sources of information
on how newly discovered peptides work, but sometimes the
functions of analogous compounds in humans may differ
significantly (Arner 2005).

MOTS-c is derived from mitochondria (Zhong et al.
2022). Therefore, we performed experiments testing the
influence of energetic compounds such as glucose and free
fatty acids on MOTS-c secretion and expression. In addition,
we examined the effects of pancreatic hormones on MOTS-c
secretion in both rat and pig islets. It is important to note
that results related to MOTS-c, insulin, or glucagon—
whether regarding secretion or expression—may not directly
correlate. This discrepancy is largely due to differences
in the duration of experimental procedures: secretion
experiments lasted 1.5 h, whereas expression analyses via
PCR or Western blot required 24 h. The results from rat islet
experiments were consistent with those obtained in previous
studies using cell lines (Bieri et al. 2024), while the findings
from pig islets did not show similar patterns. This may be
attributed to the rodent origin of the INS-1E and oTC-1
cell lines used in earlier studies. However, not all outcomes
aligned across models. For instance, the effects of free fatty
acids on MOTS-c secretion observed in cell lines were not
replicated in the more complex islet models (Figs. 6¢c, d
and 8c, d). Therefore, experiments should be performed on
laboratory cultured cell lines since they have limitations and
on larger structures like islets or in vivo tests.

Another observation supporting the hypothesis that
MOTS-c functions differently in rats and pigs is the
contrasting regulation of its secretion by glucose (Figs. 6a
and 8a). In rats, MOTS-c secretion is lowest at physiological
glucose concentrations, whereas in pigs, it is highest. This
suggests distinct regulatory roles for MOTS-c in these
species. However, this is only speculation because of the
lack of the porcine MOTS-c sequence and the lack of known
receptors for this peptide.

In rat pancreatic islets, we observed a feedback loop
consistent with our earlier findings in INS-1E cells.
Specifically, MOTS-c reduces insulin secretion, while
insulin enhances MOTS-c secretion (Figs. 6e and 7a). A
similar feedback pattern was noted with glucagon secretion
(Figs. 6g and 7b).

Regarding pig islets, we see no similar feedback
loops with insulin and glucagon, as no correlations were
observed (Figs. 8e, g and 9a, b). Other results obtained on
rat pancreatic islets and cell lines showed increased insulin
receptor expression in rat pancreatic islets and cell lines, but
this effect was not observed in pig islets. This discrepancy
may help explain the mechanism by which MOTS-c
enhances insulin sensitivity in rats—a well-documented
property of the peptide (Lee et al. 2015; Kim et al. 2019).
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The final stage of this study examined whether MOTS-
c influences cell viability and apoptosis. Previous studies
have shown that this peptide improves muscle function in
mice (Ran et al. 2021) and has demonstrated protective
effects in pancreatic cell lines (Bien et al. 2024). Although
MOTS-c did not affect apoptosis levels in pancreatic islets
from either species, it significantly enhanced cell viability
in both pig and rat models. This finding may be especially
relevant for extending the functional lifespan of pancreatic
islet cells during the progression of diabetes, a protective
role that has already been confirmed in rodent models of
type 1 diabetes (Kong et al. 2021).

In summary, MOTS-c is a mitochondria-derived pep-
tide intimately linked to metabolic regulation. Although

Fig.8 Influence of chosen energetic compounds and hormones on»
secretion and expression of MOTS-c examined with Western blot-
ting in pig pancreatic islets. a MOTS-c secretion after incubation
with different concentrations of glucose, b MOTS-c expression after
incubation with different concentrations of glucose, ¢ MOTS-c secre-
tion after incubation with free fatty acids, d MOTS-c expression after
incubation with free fatty acids, e MOTS-c secretion after incuba-
tion with insulin, f MOTS-c expression after incubation with insu-
lin, g MOTS-c secretion after incubation with glucagon, h MOTS-c
expression after incubation with glucagon. Data show mean+ SEM.
*p<0.05; **p <0.01

research into its mechanisms and effects is ongoing, many of
its physiological roles remain unknown—most notably, the
receptor to which it may bind has yet to be identified. Our
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results suggest that MOTS-c differs fundamentally between
rats and pigs, both structurally and functionally: (i) the sizes
of MOTS-c of rats and pigs are different; (ii) the locations
in the rat and pig pancreas are different; (iii) its secretion
patterns in response to glucose and glucagon differ; and (iv)
the regulatory effects of insulin and glucagon on MOTS-c
secretion in rats and pigs are different. Such a discrepancy
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in animal data may be more worrying than the widespread
availability of MOTS-c as a supplement for people, which
is treated almost as a substitute for physical exercise. It is
therefore not surprising that the World Anti-Doping Agency
(WADA) has included MOTS-c on its list of banned sub-
stances in sports (WADA 2025).
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