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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Jakuba Bienia

pt. "Rola peptydu MOTS-c w funkcjonowaniu endokrynnej czesci trzustki

Mgr Jakub Bien uzyskat tytut zawodowy magistra w dniu 26 czerwca 2019 roku na
Wydziale Medycyny Weterynaryjnej i Nauk o Zwierzetach Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu. Kandydat nie ubiegat sie dotychczas o nadanie stopnia doktora. W zakresie
doswiadczenia zawodowo-naukowego Doktorant jest zatrudniony jako starszy referent
techniczny w Katedrze Fizjologii i Biochemii Zwierzagt Uniwersytetu Przyrodniczego w
Poznaniu, w okresach: luty 2019 - sierpien 2022 oraz od lutego 2026 roku do chwili

obecnej.

Cukrzyca typu 1l, otylo§¢ oraz insulinoopornos¢ stanowig jedne z
najpowazniejszych problemoéw zdrowotnych wspotczesnej cywilizacji, dotykajgc setki
milionéw ludzi na swiecie. W tym kontekscie niezwykle istotne sg badania podstawowe
zmierzajgce do lepszego zrozumienia regulacji funkcjonowania endokrynnej czesci
trzustki, a w szczegodlnosci mechanizmow modulujgcych wydzielanie insuliny i glukagonu.
Peptyd mitochondrialnego pochodzenia MOTS-c, odkryty zaledwie dekade temu przez
zespdt Lee, budzi rosngce zainteresowanie naukowcéw ze wzgledu na swoje wiasciwosci
regulujgce metabolizm, wrazliwo$¢ na insuline oraz mase ciata. Pomimo obiecujacych
danych dotyczgcych jego dziatania na poziomie ogolnoustrojowym, wptyw tego peptydu
na fizjologie trzustki pozostawat dotychczas niemal zupetnie niezbadany. Podjeta przez

Doktoranta tematyka badawcza jest zatem jak najbardziej aktualna i wpisuje sie w nurt



intensywnych poszukiwan naukowych w obszarze endokrynologii trzustki i regulacji
metabolizmu.

Przedtozona rozprawa doktorska ma forme cyklu dwoch recenzowanych publikacii
naukowych opublikowanych w czasopismie Histochemistry and Cell Biology (IF = 2,1
kazda), uzupetnionych o streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrétow,
obszerny wstep obejmujgcy aktualny stan wiedzy, szczegdtowy opis celow i hipotez
badawczych, materiatéw i metod, wynikow oraz dyskusji. W obu pracach Doktorant petni
role pierwszego autora, co S$wiadczy o jego wiodacej roli w zaplanowaniu i
przeprowadzeniu badan oraz przygotowaniu manuskryptow. Nalezy zaznaczy¢, ze obie
publikacje ukazaty sie w recenzowanych, indeksowanych czasopismach z listy JCR, co
potwierdza wartos¢ naukowa przedstawionych wynikow.

Wstep do rozprawy jest napisany starannie i w sposob przejrzysty prezentuje
aktualny stan wiedzy na temat peptydow mitochondrialnego pochodzenia (MDP), ze
szczegolnym uwzglednieniem MOTS-c. Doktorant kompetentnie omowit biochemie i
biologie MOTS-c, uwzgledniajgc mechanizm jego translacji, konserwatywnos¢ sekwengiji
miedzy gatunkami, szlaki sygnatowe, na ktére wplywa (AMPK, cykl metioninowo-
folianowy), oraz znane efekty ogodlnoustrojowe. Solidnie przedstawiono rowniez
niezbedny kontekst dotyczacy budowy i funkcji trzustki - zaréwno w odniesieniu do
komoérek a i B wysp Langerhansa, jak i wydzielanych przez nie hormondéw. Omdwiono
ponadto patofizjologie cukrzycy i jej klasyfikacje, co stanowi wiasciwe tto dla
prezentowanych badan. Stosunkowo skromna literatura dotyczgca bezposredniego
wptywu MOTS-c na trzustke - liczaca kilka pozycji - dobrze odzwierciedla aktualny stan
wiedzy i uzasadnia oryginalnosc¢ podjetej tematyki.

Zastosowany warsztat metodyczny jest szeroki i adekwatny do postawionych
celow badawczych. Doktorant wykorzystat komplementarne modele badawcze: linie
komérkowe INS-1E (komorki B) i aTC-1 (komorki a), a takze izolowane wyspy trzustkowe
szczura i $wini jako modele bardziej ztozone i fizjologicznie blizsze rzeczywistosci. Jest to
podejscie metodycznie uzasadnione i godne pochwaty. Do oceny sekrecji i ekspresji
MOTS-c, insuliny oraz glukagonu zastosowano odpowiednio: testy ELISA/RIA gatunkowo
specyficzne, real-time PCR do oceny transkryptow mRNA, Western blot do oceny

ekspresji biatkowe] oraz barwienie immunofluorescencyjne do lokalizacji peptydu w



tkankach. Zywotno$é, proliferacje i apoptoze komdrek oceniano za pomoca
standardowych testow (MTT, BrdU, Cell Death Detection ELISA). Dobdr stezen peptydow
(1, 10 i 100 nM) oraz skfadnikow odzywczych (2, 6 i 16 mM glukozy, wolne kwasy
ttuszczowe) jest uzasadniony fizjologicznie. Na pozytywng ocene zastuguje staranna
weryfikacja specyficznosci zastosowanego przeciwciata anty-MOTS-c z uzyciem
dedykowanego peptydu blokujgcego. Analiza statystyczna (ANOVA z testem post hoc
Dunnetta lub Tukeya) jest odpowiednia dla analiz uzyskanych wynikéw.

Wyniki prezentowane w rozprawie sa oryginalne i wnoszg istotny wkiad do wiedzy
o biologii peptydu MOTS-c. Do najwazniejszych odkry¢ nalezy zaliczyé: (1) potwierdzenie
obecnosci MOTS-c w komérkach a i B trzustki oraz wyspach trzustkowych obu badanych
gatunkoéw; (2) wykazanie sprzezenia zwrotnego miedzy MOTS-c a insuling - insulina
stymuluje wydzielanie MOTS-c, natomiast MOTS-c hamuje sekrecje insuliny; (3)
protekcyjny wptyw MOTS-c na zywotnos¢ komédrek B wysp trzustkowych; (4) odkrycie
znacznej roznicy w masie czgsteczkowej MOTS-c miedzy szczurem a $winia, co sugeruje
odmienng strukture i by¢ moze funkcje tego peptydu u réznych gatunkéw; (5) rozng
lokalizacje MOTS-c w trzustce szczura (endokrynna i egzokrynna) w poréwnaniu do $wini
(wytacznie endokrynna).

Dyskusja jest obszerna, osadzona w biezgcej literaturze i krytycznie odnosi sie do
uzyskanych wynikow. Doktorant w sposéb wywazony omawia ograniczenia
zastosowanych modeli in vitro oraz roznice miedzy wynikami uzyskanymi na liniach
komorkowych i wyspach trzustkowych, co $wiadczy o jego dojrzatosci naukowe;.

Mocne strony rozprawy oraz uwagi recenzenckie

1. Tematyka pionierska - sg to pierwsze na swiecie badania wptywu MOTS-c na
funkcjonowanie trzustki z uzyciem tak kompleksowego zestawu modeli badawczych, a
takze pierwsze badania MOTS-c na modelu $wini domowej.

2. Komplementarnos¢ modeli badawczych - zastosowanie zaréwno linii
komoérkowych (komorki a i B oddzielnie), jak i izolowanych wysp trzustkowych dwoéch
gatunkow reprezentujgcych rozna fizjologie trzustki.

3. Merytoryczna rzetelno$¢ - staranne potwierdzenie specyficznosci przeciwciata,

czytelna analiza statystyczna, prawidtowe normalizacje wynikow.



4. Odkrycie réznicy w masie czasteczkowej MOTS-c miedzy szczurem a swinig -
wynik szczegdlnie oryginalny, otwierajgcy nowe kierunki badan.

5. Dobra znajomo$c¢ literatury i krytyczne podejscie do interpretacji wtasnych
wynikow.

Jako recenzent jestem zobowigzany do wskazania zagadnien wymagajgcych
wyjasnienia lub uzupetnienia, ktére jednak nie obnizajg ogolnej bardzo wysokiej oceny
rozprawy doktorskiej. Nalezg do nich:

1. Ograniczenie do modeli in vitro - rozprawa opiera sie wytgcznie na modelach in
vitro, co Doktorant sam przyznaje w dyskusji. Nalezy jednak zauwazy¢ pewng
niespojno$¢ pomiedzy tytutem celu badan a zastosowang metodologig: Doktorant
deklaruje, ze celem pracy byto okreslenie wptywu peptydu MOTS-c na funkcjonowanie
endokrynnej czesci trzustki, podczas gdy wyniki uzyskane wytacznie w warunkach in vitro
moga nie w petni odzwierciedla¢ fizjologicznego dziatania MOTS-c w organizmie. Petna
realizacja tak sformutowanego celu wymagataby uzupetienia badan o model in vivo

2. Nieznana sekwencja MOTS-c $wini - koniecznos¢ zastosowania sekwencji
ludzkiej w eksperymentach na wyspach $wini stanowi istotne ograniczenie
interpretacyjne, cho¢ Doktorant uzasadnia ten wybor i jest tego w petni Swiadomy.

3. Brak walidacji genéw referencyjnych - w badaniach ekspresji mRNA
zastosowano pojedyncze geny referencyjne (GAPDH lub TBP) bez przeprowadzenia
analizy ich stabilnosci ekspresji w badanych warunkach doswiadczalnych. Czy w ramach
wczesniejszych doswiadczen prowadzonych na tych samych modelach (linie INS-1E,
aTC-1, wyspy szczura i swini) podjeto probe walidacji stabilnoéci genéw referencyjnych
w analogicznych warunkach doswiadczalnych? Jesli tak, czy wyniki tej analizy
uzasadniajg wybor GAPDH i TBP jako genow referencyjnych w prezentowanych
doswiadczeniach? Jesli nie, jakie geny referencyjne Doktorant rozwazatby jako
alternatywne lub uzupetniajgce w ewentualnych przysztych badaniach?

4. Nieznany receptor MOTS-c - brak zidentyfikowanego receptora dla MOTS-c
utrudnia mechanistyczng interpretacje obserwowanych efektow, jednak jest to

ograniczenie wynikajgce z aktualnego stanu wiedzy w tej dziedzinie.



5. Brak skali lub powiekszenia na zdjeciach immunofluorescencyjnych - na
fotografiach prezentowanych w pracy nie zamieszczono paska skali ani informacji o
zastosowanym powiekszeniu obiektywu w opisach rycin

6. Brak rozwiniecia niektorych skrotow - w wykazie skrotéw lub przy pierwszym
uzyciu w tekscie brakuje rozwiniecia nastepujgcych skréotow: BrdU (5-bromo-2’-
deoksyurydyna), FBS (fetal bovine serum / ptodowa surowica bydleca), MTT (bromek 3-
(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylotetrazoliowy), PVDF (polifluorek winylidenu) oraz
SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis). Nalezy
uzupetni¢ wykaz skrotow lub rozwing¢ skroty przy ich pierwszym wystgpieniu w tekscie.

7. Btedne uzycie terminu ,$miertelnos¢ komorek” - w tekscie rozprawy Doktorant
postuguje sie pojeciem ,Smiertelnos¢ komorek”, ktore jest niepoprawne w kontekscie
biologii komorki. Termin ,$miertelnos¢” odnosi sie do zjawisk epidemiologicznych i
populacyjnych (np. $miertelnos¢ chorych). W odniesieniu do komoérek nalezy uzywac
okreslenia ,Smier¢ komorek” (ang. cell death).

Mam réwniez kilka pytan do doktoranta na ktore bede prosit o krotkg odpowiedz w trakcie
publicznej obrony:

1. W eksperymentach z liniami komorkowymi wykazano, ze MOTS-c zwieksza
zywotnos¢ komorek INS-1E (test MTT), jednoczesnie obnizajac apoptoze obu linii.
Natomiast na komoérkach aTC-1 obserwowano obnizenie zywotnosci (MTT) przy
jednoczesnym zmniejszeniu apoptozy. Jak Doktorant interpretuje te pozorng
sprzecznosc?

2. W doswiadczeniach na wyspach trzustkowych szczura wykazano, ze MOTS-c
obniza zaroéwno sekrecje insuliny, jak i glukagonu, jednoczesnie zwiekszajgc ekspresje
mRNA obu tych hormondw. Jak Doktorant ttumaczy te rozbiezno$¢ pomiedzy poziomem
sekrecji a poziomem transkryptu?

3. Do eksperymentow z liniami komoérkowymi uzyto sekwencji MOTS-c gatunkowo
specyficznej (mysiej dla aTC-1, szczurzej dla INS-1E), natomiast w przypadku komorek
INS-1E podana w rozdziale 6.2 sekwencja szczurza (MKRKEMGYIFFSQRTLRNPL) liczy
20 aminokwasoéw, a nie 16 jak podajg Lee i wsp. (2015). Prosze o wyjasnienie tej

rozbieznosci.



4. Mase czasteczkowag MOTS-c $wini oceniono na ok. 42 kDa, podczas gdy znane
warianty tego peptydu u innych ssakéw majg ok. 5 kDa. Czy Doktorant rozwazat, ze
sygnat Western blot na tej wysokos$ci moze odzwierciedla¢ oligomeryzacje MOTS-c lub
niespecyficzne wigzanie przeciwciata z innym biatkiem? Jakie dodatkowe eksperymenty
mogtyby potwierdzi¢ tozsamos¢ tego biatka jako MOTS-c swini?

5. Wyniki uzyskane na wyspach swini réznig sie znaczgco od wynikéw ze szczura
- m.in. glukoza w stezeniu 6 mM powoduje najwyzsze wydzielanie MOTS-c u $wini, a
najnizsze u szczura. Biorgc pod uwage, ze w eksperymentach na swini zastosowano
ludzki wariant peptydu MOTS-c, jak Doktorant ocenia, w jakim stopniu te roznice
odzwierciedlajg prawdziwag biologie MOTS-c $wini, a w jakim moga wynikac¢ z ograniczen
zastosowanego modelu?

6. Jakie sg perspektywy translacyjne opisanych badan? W jakim kierunku
Doktorant planuje rozwing¢ te tematyke - czy przyszte badania beda obejmowac model
in vivo, a jesli tak, to jaki model patologiczny (np. szczur z STZ-indukowang cukrzyca,
mysz db/db) bytby najbardziej odpowiedni do weryfikacji protekcyjnego dziatania MOTS-

¢ na komorki B?

Podsumowanie i wniosek koncowy

Przediozona do oceny rozprawa doktorska mgr. Jakuba Bienia stanowi cenny i
oryginalny wktad do wiedzy na temat biologicznej roli bioaktywnych peptydow w tym
peptydu MOTS-c. Przeprowadzone badania, jako pierwsze na Swiecie opisujace w tak
kompleksowy sposob wptyw tego peptydu na endokrynng czesc¢ trzustki, posiadajg
zarowno wymiar poznawczy, jak i potencjalne implikacje dla zrozumienia patofizjologii
cukrzycy typu Il. Zastosowane metody badawcze sg adekwatne i nowoczesne, wyniki
zostaty rzetelnie przedstawione i kompetentnie oméwione, a Doktorant wykazat sie dobrg
znajomoscig podejmowanej problematyki naukowej oraz umiejetnoscig krytycznej oceny
wlasnych wynikow. Fakt, ze prezentowane wyniki zostaty opublikowane w dwdch

artykutach w recenzowanym czasopismie z listy JCR, potwierdza ich warto$¢ naukows.

Nie mam watpliwosci, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spetnia

wymogi okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie wyzszym



i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 z pdzn. zm.) i wnioskuje o dopuszczenie mgr. Jakuba
Bienia do dalszych etapow obrony. Majgc na uwadze wysokg warto$¢ merytoryczng

rozprawy opartej na zatgczonych publikacjach wnioskuje o jej wyréznienie.

Marcin Rucinski

Woww Austms



Uzasadnienie wniosku o wyroznienie rozprawy doktorskiej
Whioskuje o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr. Jakuba Bienia ze wzgledu na:

1. Pionierski charakter badan - pierwsze na $wiecie kompleksowe opracowanie
dotyczace roli peptydu MOTS-c w funkcjonowaniu endokrynnej czesci trzustki.

2. Oryginalne odkrycia- identyfikacja réznic miedzygatunkowych w masie
czasteczkowej i lokalizacji MOTS-c, otwierajgca nowe kierunki badan.

3. Wysoki poziom metodologiczny - zastosowanie komplementarnych model
badawczych (linie komorkowe oraz izolowane wyspy trzustkowe dwoch gatunkéw)
oraz szerokiego spektrum nowoczesnych technik eksperymentalnych.

4. Publikacyjny charakter rozprawy - wyniki opublikowane w recenzowanym
czasopismie z listy JCR, co potwierdza ich wysoka jakosc¢ i znaczenie naukowe.

5. Dojrzatos¢ naukowa Doktoranta - umiejetnos¢ krytycznej interpretacji wynikow,
$wiadomosc¢ ograniczen oraz wskazanie kierunkéw dalszych badan.

6. Potencjat translacyjny - wyniki mogg stanowi¢ podstawe do dalszych badan nad

rolg MOTS-c w patofizjologii cukrzycy i zaburzen metabolicznych.

Biorac pod uwage powyzsze argumenty, rozprawa w petni zastuguje na wyroznienie.

Moume Austuan



