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Zaktad Biotechnologii Medycznej
ICHB PAN w Poznaniu

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Edyty Urbaniak p.t.:
»Rola FKBP2 w fatdowaniu proinsuliny i powstawaniu komérek B trzustki
zréznicowanych z ludzkich pluripotencjalnych komérek macierzystych”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostata wykonana w Laboratorium Komérek
Macierzystych Instytutu Biologii Molekularnej i Biotechnologii na Wydziale Biologii Uniwersytetu im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu pod opiekga prof. UAM dr. hab. Matgorzaty Borowiak. Rozprawa jest
przygotowana na podstawie zbioru powigzanych tematycznie artykutéw naukowych, a doktadnie
zawiera dwie opublikowane prace przeglagdowe oraz manuskrypt pracy eksperymentalnej,
dostepnej obecnie jako tzw. pre-print. We wszystkich artykutach udziat Doktorantki jest wiodacy (w
jednej z prac przeglagdowych pierwsze autorstwo jest wspoétdzielone).

Tematyka pracy jest zwigzana z identyfikacja molekularnych czynnikdéw oraz proceséw
komérkowych kluczowych dla prawidtowego dziatania komérek B trzustki, w kontekscie
nieprawidtowego funkcjonowania tych komérek w przypadku cukrzycy. Identyfikacja oraz analiza
funkcjonalna genéw zaangazowanych w prawidtowe réznicowanie komdrek B oraz wydzielanie
insuliny na odpowiednim poziomie, stanowi niewatpliwie istotny problem badawczy. Cukrzyca, w
szczegolnosci typu 2, jest powszechng choroba, stanowigcg wazny problem medyczny i spoteczny.
Gtgbsze poznanie mechanizméw molekularnych prowadzacych do zaburzenia funkcjonowania
komérek B, moze przyczyni¢ sie do skuteczniejszego i wczeéniejszego rozpoznania choroby oraz
opracowania lepszego leczenia.

Rozprawa zostata przygotowana w jezyku polskim oraz angielskim. Jej ukfad jest bardzo
logiczny. Dla czytelnosci zawartosci umieszczono najpierw spis tresci, streszczenie, wykaz prac
wchodzacych w sktad rozprawy oraz liste skrotéw. Nastepnie przedstawiono wstep, cele badawcze,
szczegotowe zatozenia badawcze, najwazniejsze ustalenia rozprawy doktorskiej oraz dyskusje i
wnioski z przeprowadzonych badan. Zagadnienia w czesci sg bardzo klarownie przedstawione,
opisane bardzo poprawnie jesli chodzi o jezyk naukowy i na odpowiednio wywazonym poziomie
szczegotowosci. Ogodlnie uwazam, ze rozprawa zostata przygotowana bardzo starannie i
jednoczesnie w przygotowanych tekstach widoczna jest ciekawo$é i dojrzatoé¢ naukowa
Doktorantki. W dalszych czesciach rozprawy zatagczono oéwiadczenia Doktorantki oraz
wspotautoréw o wkfadzie w powstanie artykutéw naukowych, informacje o finansowaniu badan




oraz wykaz dodatkowych publikacji Doktorantki i spis referencji cytowanych w rozprawie. Na koricu
zataczono artykuty wchodzgce w sktad rozprawy.

Artykut 1: Diabetes and SARS-CoV-2-Is There a Mutual Connection?
Jedrzejak AP*, Urbaniak EK*, Wasko JA*, Ziojla N, Borowiak M.

Front Cell Dev Biol. 2022 Jun 13;10:913305.

Pierwsza przedstawiona praca to obszerny artykut przegladowy, w ktérym Doktorantka jest
pierwszym rownorzednym autorem. W publikacji tej tematyka badan prowadzonych w zespole
zostata odniesiona do aspektdw molekularnych i komdrkowych zwigzanym z zakazeniem wirusem
SARS-CoV-2. Jest to powigzanie uzasadnione ze wzgledu na podwyzszone ryzyko ciezkiego przejscia
COVID-19 u 0séb z cukrzycy, oraz ryzykiem rozwoju cukrzycy w wyniku zakazenia SARS-CoV-2.

Opracowano obszerne tabele zbierajgce statystyki zwigzane z hospitalizacjg i Smiertelnoscig
pacjentéw z COVID-19 z rozdzieleniem na przypadki, gdzie pacjenci rowniez chorowali na cukrzyce,
jak i podsumowanie opublikowanych danych klinicznych dla przypadkdéw cukrzycy po zakazeniu
SARS-CoV-2. Wartosciowe sg zebrane informacje na temat potencjalnego wnikania wirusa SARS-
CoV-2 do roznych typow komdrek trzustki, jak i efektdw na poziomie molekularnym, jakie moga by¢
wywotywane. Na poczatku listopada br. artykut ma osiem cytowan (wg Web of Science, Core
Collection).

Artykut 2: Molecular puzzle of insulin: structural assembly pathways and their role in diabetes.
Urbaniak E, Henry S, Lalowski M, Borowiak M.

Front Cell Dev Biol. 2025 Feb 20;13:1502469.

Druga praca to publikacja przeglagdowa, gdzie Doktorantka jest pierwszym autorem. Jest to
obszerna praca, w ktorej przedstawiono zagadnienia zwigzane z dojrzewaniem insuliny w
komorkach B trzustki, w nawigzaniu do zaburzen fatdowania proinsuliny, co moze prowadzi¢ do
rozwoju cukrzycy. Na uwage zastuguje tez szes¢ umieszczonych w publikacji, bardzo przejrzystych
rycin, na ktérych przedstawiono schematycznie wybrane sciezki molekularne zwigzane m.in. z
dojrzewaniem insuliny i stresem retikulum endoplazmatycznego (ER). Publikacje korczy
przedstawiona graficznie hipoteza co do powigzania zaburzen w ER i aparacie Golgiego z
nieprawidtowym fatdowaniem proinsuliny.

Z racji mojego zainteresowania RNA, zastanowito mnie czy rdwniez znane sg zaburzenia
dojrzewania mRNA kodujgcego insuling — co dla réznych przypadkéw mogtoby prowadzié¢ m.in. do
powstawania niefunkcjonalnego biatka lub biatka o znaczaco pogorszonym dziataniu, czy
utrudnionym fatdowaniu. W suplementarnej tabeli omawianego artykutu zebrano informacje o
mutacjach skutkujgcych zmianami aminokwasu w insulinie i w ten sposéb indukujgcymi stres ER i
prowadzacymi do rozwoju cukrzycy. Czy znane sg réwniez czynniki (np. mutacje w genie insuliny czy
innych genach) prowadzgce do zaburzen w dojrzewaniu mRNA i moggce prowadzi¢ do cukrzycy?



Artykut 3: ER stress and cell fate: FKBP2 regulates proinsulin folding and a- vs. B cell
differentiation via NFAT and HDAC9

Urbaniak E, Baginska M, Szlachcic WJ, Grabowska M, Shcheglova E, Jankowski A, Marzec MT, and
Borowiak M.

bioRxiv 2025

Gtéwny artykut, w ktérym sg przedstawione wyniki badarn opisanych w rozprawie
doktorskiej, to obszerna praca eksperymentalna, w ktdrej Doktorantka jest pierwszym autorem.
Problem badawczy Doktorantki dotyczyt roli genu FKBP2 w procesie réznicowania komoérek B
trzustki i powstawaniu insuliny, co postanowiono zbada¢ z wykorzystaniem ludzkich
pluripotencjalnych komdrek macierzystych (hPSC). Gen FKBP2 koduje peptydylo-prolyl cis-trans
izomeraze 2, biatko z grupy izomeraz peptydylo-prolilowych, ktére katalizujg izomeryzacje miedzy
formami cis i trans wigzarh peptydowych wokdt reszty prolilowej. Relacja ta jest istotna dla
prawidtowego fatdowania biatek. Hipoteza badawcza Doktorantki zaktadata, ze biatko FKBP2
uczestniczy w prawidfowym fatdowaniu proinsuliny w komdrkach ludzkich, a w przypadku braku
tego biatka dochodzi do aktywacji stresu ER i istotnych zmian w réznicowaniu w kierunku komdrek
B.

Podjete badania maja Scisty zwigzek z mechanizmami molekularnymi stojgcymi u podtoza
cukrzycy typu 2, polegajgcymi na deregulacji systemdéw odpowiedzialnych za proteostaze w
komorkach B. Dtugotrwate zaburzenia homeostazy ER mogg prowadzi¢ do akumulacji
nieprawidtowo sfatdowanej proinsuliny, co w konsekwencji zaburza produkcje insuliny. Dodatkowo
stres ER moze prowadzi¢ do apoptozy komodrek B. Wybdr genu FKBP2 byt uzasadniony m.in.
wynikami badari w komdrkach szczurzych, opublikowanych w artykule, gdzie Doktorantka jest takze
wspotautorem (Hoefner, C. et al. 2023, publikacja, ktéra wchodzi w sktad dodatkowego dorobku
Doktorantki). Obserwowano réwniez podwyzszony poziom ekspresji FKBP2 w komérkach o i B
trzustki.

Na uwage zastuguje wybrany model badawczy ludzkich komdrek hPSC. Ze wzgledu na
mozliwosci réznicowania do wielu typdw komdrek, jest to model o olbrzymim potencjale w
modelowaniu chordb, jakidla zrozumienia procesdw réznicowania. Uzasadnione jest wykorzystanie
tego modelu do analizowania czynnikdw kluczowych w procesie réznicowania w kierunku komadrek
B trzustki oraz opisania zaburzonych proceséw, ktére mogg prowadzi¢ do rozwiniecia cukrzycy.
Doktorantka we wstepie przejrzyscie przedstawita kluczowe etapy réznicowania hESC do komérek
B, jak i podsumowata aktualng widze na temat czynnikéw majgcych kluczowy wptyw na to
roznicowanie. Ciekawie zostaty opisane ,wyzwania” jakie stoja przed komérkami B w zwiazku z
bardzo intensywng produkcjg insuliny i etapami jej dojrzewania i fatdowania. Jednym z istotnych
procesow jest izomeryzacja reszt proliny, ktéra ma znaczenie dla prawidtowej struktury insuliny.

Cel badan i hipotezy badawcze s3 jasno sformutowane. Dla zbadania roli biatka FKBP2 w
procesach réznicowania do komdrek B oraz w prawidtowym powstawaniu insuliny, Doktorantka

postawita hipotezy zaktadajgce, ze (I) ,FKBP2 uczestniczy w prawidtowym fatdowaniu proinsuliny w
ER”, (ll) ,FKBP2 odgrywa role regulatora rozwoju komdrek endokrynnych”, oraz (lll) ,Efekty
rozwojowe i strukturalno-funkcjonalne wynikajace z wyciecia genu FKBP2 mogg byé od siebie




niezalezne”. Do weryfikacji hipotez wykorzystano trzy modele oparte na hPSC ze zmieniong
ekspresjg genu FKBP2: klasyczny knock-out (KO), nadekspresje oraz indukowany knock-out (iKO).

Rozdziat rozprawy ,Zatozenia badawcze iich charakterystyka” przedstawia gtéwne zatozenia
co do opracowanych modeli, wykorzystywanych metod i wykonanych analiz. To wartosciowa czesé
rozprawy pozwalajaca wstepnie poznaé stosowany warsztat, cele wykonania poszczegdlnych
eksperymentdéw i podejscie do analizy wynikow.

Wyniki badan Doktorantki sg przedstawione w rozdziale ,Najwazniejsze ustalenia rozprawy
doktorskiej”. W przeprowadzonych badaniach potwierdzono najpierw ekspresje genu FKBP2 w
komorkach B ludzkiej dorostej trzustce, na poziomie biatka metodg immunofluorescencji oraz na
poziomie RNA na podstawie dostepnych danych sekwencjonowania RNA z pojedynczych komadrek
(scRNA-seq). Nastepnie Doktorantka przeszta do modelu hESC i réznicowania tej linii do komdrek B.
Po potwierdzeniu prawidtowego przebiegu réznicowania, wykazano obecnosé znaczgcej ilosci biatka
FKPB2 poczawszy od etapu EP (okoto 3 tygodnie od rozpoczecia réznicowania). Doktorantka
wygenerowata nastepnie w hESC linie knock-out (KO) dla genu FKBP2 i przeprowadzita jej
réznicowanie do komodrek B. Zaobserwowano spodziewany spadek w tych komdrkach dojrzatej
insuliny, przy braku zmiany w poziomie proinsuliny. Indukcja nadekspresji FKBP2 w modelu KO
spowodowata wzrost poziomu dojrzatej insuliny, jak i biatka CHGA i peptydu C-PEP, ktdre sg
markerami w réznicowaniu do komodrek B na pdiniejszych etapach. Nastepnie analizowano
morfologie ziarnistosci insulinowych i wykazano ich zwiekszong heterogennos$é¢ i gestoéé, co
sugeruje ich nieprawidtowe dojrzewanie.

Dla uzyskanego modelu KO analizowano dane scRNA-seq z komdrek w 31 dniu réznicowania do
komodrek B. Na podstawie sekwencjonowania ponad 5 tys. komdrek WT i KO, zidentyfikowano
siedem klastrow komdrkowych, o podobnej dystrybucji dla obu linii. Identyfikowano istotne réznice,
m.in. spadek liczby komérek B w linii KO, a w obecnych komdrkach B zmiane poziomu okreslonych
markerow i czynnikdw, w tym obnizenie ekspresji HDACY, genu kodujgcego deacetylaze histonowa,
co bedzie jeszcze doktadniej badane w dalszej czesci pracy.

W modelu KO zidentyfikowano obnizenie ekspresji gendw zaangazowanych w fatdowanie biatek i
funkcjonowanie ER, oraz podwyiszenie dla gendw zwigzanych z organizacjg cytoszkieletu i
sygnalizacja wapniowg. Co istotne, wskazano na konkretne mechanizmy kompensacyjne, ktére
mogg by¢ uruchamiane w komérkach B KO, aby zréwnowazy¢ zaburzenia proteostazy i zaburzenia
w przetwarzaniu proinsuliny. Wg barwienia immunofluorescencyjnego komdrki KO majg obnizony
poziom dojrzatej insuliny o okoto 50 %, natomiast jest wspomniane w pracy o spadku o okoto 70%.
Czy to byto zbadane inng metodg? W przypadku braku FKBP2 to wspominane szlaki kompensacyjne
mogtyby zapewniac produkcje insuliny na poziomie 30-50%. Czy jednak przy braku peptydylo-propyl
cis-trans izomerazy, powstajgca insulina jest w petni funkcjonalna?

Nastepnie Doktorantka analizowata aktywacje stresu ER oraz zaburzenia gospodarki wapniowej,
ktére stwierdzono w modelu KO. Wysunieto wniosek, ze zaburzenia w fatdowaniu insuliny prowadza

do patologicznej kaskady prowadzacej do dysfunkcji komadrek B.




W kolejnej czesci badan, na podstawie analizy ekspresji FKBP2 w rozwijajacej sie ludzkiej trzustce,
wskazano na potencjalna role FKBP2 w ksztattowaniu sie komdrek endokrynnych. Aby zweryfikowac
te hipoteze przeanalizowano poziomy ekspresji markeréw rdéinych etapdw rdznicowania w
komdrkach KO i wskazano na zaburzenia réznicowania na etapie EP. Na podstawie wynikéw scRNA-
seq z 21 dnia réznicowania, stwierdzono, ze w linii KO dochodzi do zaburzonej réwnowagi pomiedzy
proliferacjg, réznicowaniem a dojrzewaniem komadrek endokrynnych.

Na podstawie wynikéw RNA-seq obserwowano inny profil zmiany ekspresji HDAC9 w 21 i 31 dniu
roznicowania linii KO: najpierw poziom byt znaczagco podwyzszony, a nastepnie silnie obnizony.
Jednak analiza poziomu biatka wykazata znaczace podwyzszenie poziomu HDAC9 w obu punktach
czasowych. Czy probowano sie przyjrze¢ pokryciu odczytow dla HDAC9 z RNA-seq aby sprébowac
wyjasni¢ rozbieznosci w uzyskanych wynikach dla poziomu RNA i biatka? Czy moze sg inne
mozliwosci ich wyjasnienia, biorgc pod uwage efektywnosc translacji czy stabilnos¢ biatka?

Podwyzszony poziom HDAC9 w KO prowadzit do zwiekszonej lokalizacji w jadrze. Podobny efekt
podwyzszenia poziomu HDAC9 osiggnieto poprzez indukcje stresu ER z pomocg DTT w komdrkach
WT. Zmiane poziomu ekspresji HDAC9 udato sie powigzac z czynnikiem transkrypcyjnym NFAT2.
Poziom mRNA NFAT2 nie ulegat zmianie w linii KO, wykazano jednak podwyzszenie poziomu biatka
- prawdopodobnie jako wynik zmian w gospodarce wapniowej. Dodatkowo wykazano, ze inhibicja
HDAC9 nie ma wptywu na poziom NFAT2 w linii KO, stagd wnioskowano, ze to NFAT2 wptywa na
ekspresje HDACS.

Ciekawym ostatnim watkiem badan byto analizowanie efektéw wywotywanych brakiem FKPB2 w
dojrzatych juz komdrkach B — tak, aby oddzieli¢ te efekty od zaburzen rozwojowych. W tym celu
zastosowano indukowalny model KO (iKO), dla ktérego wytaczenie ekspresji FKPB2 wystepowato w
20 dniu réznicowania, kiedy osiggniety byt fenotyp komadrek B. W takim uktadzie, nie obserwowano
zmian w poziomie markerow progenitorow endokrynnych. Natomiast wykazano podwyzszony
poziom czynnikdw wskazujgcych na stres ER, jak i podwyzszony poziom NFAT2, co prowadzi do
przesuniecia osi réznicowania komorek w kierunku komérek a. Zastanowito mnie czy rozwazano
wytgczenie ekspresji FKPB2 na jeszcze pdiniejszym etapie rdznicowania, juz po petnym
zroznicowaniu endokrynnym? Czy taki model jeszcze doktadniej pozwolitby zweryfikowac trzecia
hipoteze badawczg Doktorantki?

Podsumowujgc, Doktorantka w swoich badaniach wykazata, ze FKBP2, biatko opiekuricze ER,
nie tylko reguluje fatdowanie proinsuliny, ale takze, kontroluje powstawanie ludzkich komdrek
endokrynnych trzustki. Uzyskane obszerne i wielowgtkowe wyniki wskazujg, ze brak FKBP2 zaburza
réznicowanie w kierunku komodrek B, i prowadzi do nadmiernej aktywnosci czynnika
transkrypcyjnego NFAT2 i zaburzen w dziataniu czynnika epigenetycznego HDAC9. W konsekwencji,
te zaburzenia prowadzg do utraty tozsamosci komérek B. Wedtug uzyskanych wynikéw, jest bardzo
prawdopodobne, ze wystepujgce w populacji okreslone warianty sekwencyjne FKBP2, wptywajace
na aktywnosc biatka FKBP2, mogga by¢ zwigzane z podatnoscig na zachorowanie na cukrzyce typu 2.

W zawartej w rozprawie dyskusji Doktorantka podsumowuje wyniki badan i komentuje je w

odniesieniu do innych doniesied naukowych opisujgcych czynniki wptywajgce na plastycznosé




komodrek B, czy dodatkowe funkcje FKBP. Ujete sg rowniez zagadnienia nawigzujace do rozwoju
terapii i przysztych kierunkéw badan. Wnioski z przeprowadzonych badan sg rowniez jasno spisane
w dziesiecio-punktowym zestawieniu.

Ogodlny ciekawy watek do przedyskutowania podczas obrony rozprawy to podstawy do
rozrdzniania mechanizmow patologicznych i kompensacyjnych. Ciekawa jestem jak Doktorantka, tez
na podstawie swoich badan, postrzega mozliwosci rozrdzniania tych mechanizmdw, np. czy
okreslona deregulacja moze miec¢ charakter kompensacyjny na okreslonym etapie réznicowania lub
w okre$lonym typie komorek, a juz charakter patologiczny w innym?

W podsumowaniu wykonanych przez Doktorantke badan, na uwage zastuguje fakt, ze w
badaniach wykorzystano zaawansowany model badawczy - rdznicowane komorki iPSC oraz
zastosowano bogaty i nowoczesny warsztat metodyczny. Ponadto, wyniki badan uzyskane podczas
réznicowania linii hESC s3 wspierane analizami z ludzkiej tkanki trzustki (ptodowej i dorostej) na
podstawie analizy dostepnych danych i wykonanych dodatkowych eksperymentéw. Z
zamieszczonych oswiadczen Doktorantki i wspdtautordw artykutu eksperymentalnego jasno wynika,
ze udziat Doktorantki w przeprowadzonych badaniach byt wiodacy. Inni wspétautorzy uczestniczyli
w wykonywaniu pewnych wagskich zakreséw badan.

Badania zostaty wykonane w ramach projektéw z Narodowego Centrum Nauki, tj. projektéw
OPUS prof. Borowiak oraz, co takze zastuguje na podkreslenie, w ramach projektu PRELUDIUM,
kierowanego przez Doktorantke. Poza trzema artykutami wchodzacymi w sktad rozprawy,
Doktorantka jest rowniez wspétautorem dwdch dodatkowych publikacji.

Z obowigzku recenzenta przedstawiam drobne uwagi, ktére nie wymagaja odnoszenia sie
podczas obrony, ale mogg by¢ moze przydatne dla Doktorantki na przysztos¢:

- W kilku miejscach polskiego tekstu nie udato sie dopilnowac pisowni angielskich stow
kursywg. Warto by rowniez uwzglednic to wykazie skrétéw.

- Wskazana bytaby w rozdziale wstepu ogdlna informacja na temat komdrkowej budowy
trzustki, jako, ze w opisie najwazniejszych ustalen rozprawy Artykutu 1, pojawiajg sie réwniez
komorki przewodowe i zrazikowe.

- Dodatkowej publikacji Doktorantki Hoefner, C. et al. 2023, nie okreslitabym jako
»hiezwigzanej z tematyky rozprawy” (cho¢ dotyczy gtéwnie badan na komdrkach szczurzych).
Uzasadnione jest, ze nie zostata ona wiaczona do rozprawy, natomiast te dodatkowe artykuty
okreslitabym jako ,niewchodzgce w sktad rozprawy”.

W podsumowaniu chciatabym podkresli¢, ze z rozprawa mgr Edyty Urbaniak zostata
przygotowana bardzo starannie i biorgc pod uwage jej wysoki poziom naukowy, zapoznawatam sie
z nig przyjemnoscig i duzym zaciekawieniem. Doktorantka wykazata sie wykorzystaniem
nowoczesnych technik i zaawansowanego modelu badawczego oraz wykonaniem licznych

eksperymentow, ktore dostarczyty ciekawych odkry¢ co do proceséw molekularnych zachodzacych
w komodrkach B trzustki, jak i zaburzen tych procesdw mogacych prowadzi¢é do cukrzycy.
Przeprowadzone badania sg nowatorskie w kontekscie roli biatka FKBP2 w rozwoju ludzkich
komorek endokrynnych. Dodatkowo, wyniki badan sg bardzo czytelnie przedstawione na rycinach.




Z przedstawionej rozprawy i zatgczonych publikacji wnioskuje, ze Doktorantka cechuje sie duzym
zaangazowaniem w prowadzeniu badan.

Podsumowujgc stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Edyty Urbaniak stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, potwierdza wiedze teoretyczng w dyscyplinie nauk
biologicznych oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Tak wiec,
przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska catkowicie spetnia warunki okreslone w art. 187 ust.
1-3 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2024 r. 1571 z pdzn. zm.). W zwigzku z
tym wnosze o dopuszczenie mgr Edyty Urbaniak do dalszych etapdéw postepowania w sprawie
nadania stopnia doktora. Ponadto, zwazywszy na wysoka jakos$¢ i kompleksowos¢ wykonanych
analiz oraz znaczenie uzyskanych wynikdow dla badarn nad cukrzycg, wnosze o wyrdznienie rozprawy.

Z powazaniem,
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