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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Joanny I. Nowak zatytutowanej
»The role of PDIA3 in vitamin D signaling”
wykonanej w Zaktfadzie Histologii na Wydziale Lekarskim Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego pod kierunkiem promotora prof. dr hab. Michata Zmijewskiego

1. Podstawa formalno-prawna opracowania recenzji

Przedmiotem recenzji jest dysertacja Pani mgr Joanny |. Nowak, pt. ,The role of
PDIA3 in vitamin D signaling”. Promotorem rozprawy jest Pan prof. dr hab. Michat Zmijewski.

Podstawag formalng opracowania recenzji jest pismo z dnia 22 grudnia 2023r.
(WLN.5000.2023) Pani Przewodniczgcej Rady Nauk Medycznych, prof. dr. hab. M. Alicji
Debskiej-Slizier, w sprawie powierzenia mi oceny rozprawy doktorskiej mgr Joanny |. Nowak,
w oparciu o decyzje Rady Nauk Medycznych Gdariskiego Uniwersytetu Medycznego podjetej
21 grudnia 2023 roku.

Recenzja ma na celu ustalenie, czy rozprawa spetnia wymogi okreslone w art. 187
Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 poz. 478 ze zm.). Ocene
kornicowg oparto na nastepujgcych kryteriach: wybdr problemu badawczego i tematu
rozprawy, cele i hipotezy badawcze, metodyka badan, oraz zawartos¢ formalna i
merytoryczna pracy.

2. Formalna i merytoryczna ocena pracy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest zbiorem tematycznie spdjnych
trzech artykutéw, opublikowanych w Steroids w 2023, Nutrients w 2023 oraz Cells w 2023
on-line (o fgcznej wartosci Impact Factor: 14,66 i MNiSW: 350), co wypetnia art. 187 ustawy z
dnia 20 lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, tekst jednolity Dz.U. z 2021r. poz.
478, zgodnie z ktérym: , Rozprawa doktorska moze mie¢ forme maszynopisu ksigzki, ksigzki
wydanej lub spéjnego tematycznie zbioru rozdziatéw w ksigzkach wydanych, spdjnego
tematycznie zbioru artykutdéw opublikowanych lub przyjetych do druku w czasopismach
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naukowych, okreslonych przez ministra wtasciwego do spraw nauki na podstawie przepisow
dotyczacych finansowania nauki, jezeli odpowiada warunkom okreslonym w ust. 1”.
Dodatkowo dysertacja zostat opatrzona Wstepem, opisem Celéw badawczych, Dyskusjg i
Whioskami odnoszgcymi sie do opublikowanych danych. Nalezy podkresli¢, ze we wszystkich
publikacjach stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej Doktorantka jest pierwszym
autorem i brata udziat we wszystkich etapach badan i przygotowania prac.

Badania byty finansowane grantem 2017/25/B/NZ3/00431 Narodowego Centrum
Nauki, w ktorym Pani Joanna Nowak bytfa zatrudniona jako student-doktorant.

Podjeta przez Doktorantke tematyka badawcza jest niezmiernie wazna z punktu
widzenia zarédwno poznawczego (okreslenie roli biatka PDIA3 w alternatywnych szlakach
aktywowanych przez witamine D w modelu raka ptaskonabtonkowego skéry) oraz potencjatu
terapeutycznego witaminy D i potencjatu PDIA3 do bycia celem terapii
przeciwnowotworowej. Jak wiadomo, aktywna forma witaminy D, 1,25(0OH)2D3, poza
regulacja homeostazy wapniowo-fosforanowej organizmu, wykazuje réznorodne dziatanie
plejotropowe, w tym prordznicujgce, antyproliferacyjne, radioprotekcyjne i
przeciwnowotworowe. Wiekszos¢ tych efektdw wynika z dziatania poprzez klasyczny
receptor witaminy D (VDR). Jednak cze$¢ obserwowanych dziatan nie wynika z interakcji z
VDR, co sugerowato dziatanie poprzez alternatywne receptory, w tym PDIA3, ktory byt
wskazywany jako btonowy receptor 1,25(0OH)2D3, i ktéry badata Doktorantka w ramach
pracy doktorskiej. Celem pierwszej publikacji Doktorantki, zatytutowanej ,,PDIA3 modulates
genomic response to 1,25-dihydroxy vitamin D3 in squamous cell carcinoma of the skin”
(Steroids, 2023, https://doi.org/10.1016/j.steroids.2023.109288), byto zbadanie wptywu
1,25(0OH)2D3 na profil ekspresji genow w linii komdrkowej raka ptaskonabtonkowego A431,
w obecnosci lub nieobecnosci PDIA3 oraz wptyw delecji VDR i PDIA3 na proliferacje, migracje
i cykl komérkowy po traktowaniu 1,25(0OH)2D3. Celem drugiej z wymienionych powyzej
publikacji, zatytutowanej ,Protein Disulfide Isomerase Family A Member 3 Knockout
Abrogate Effects of Vitamin D on Cellular Respiration and Glycolysis in Squamous Cell
Carcinoma” (Nutrients, 2023, https://doi.org/10.3390/nu15214529), byto zbadanie wptywu
PDIA3 na bioenergetyke i morfologie mitochondriow w  komdrkach raka
ptaskonabtonkowego oraz potencjalnego udziatu PDIA3 w dziataniu witaminy D w
mitochondriach. Celem trzeciej z wymienionych powyzej publikacji, pt. ,VDR and PDIA3 are
essential for activation of calcium signaling and membrane response to 1,25(0OH)2D3 in
squamous cell carcinoma cells” (Cells, 2024; https://doi.org/10.3390/cells13010011; praca
opublikowana on-line w 2023), byto zbadanie udziatu PDIA3 w indukowanej przez
1,25(0OH)2D3 sygnalizacji wapniowej i odpowiedzi btonowej na 1,25(0H)2D3 w raku
ptaskonabtonkowym. Doktorantka zastosowata szeroki wachlarz metod badawczych
opartych o modele komodrkowe, w tym edycja gendw metodg CRISPR/Cas9, testy
proliferacyjne (SRB), test rany, WB, RT-PCR, techniki sekwencjonowania, metody
bioinformatyczne, mikroskopie TEM, IF, analizy energetyki komdrkowej Seahorse,
fluorescencyjne techniki oceny wewnatrzkomorkowego stezenia wapnia.
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Najwazniejszymi i najciekawszymi wynikami sg wyniki pokazujace:
-zmiany w ekspresji okoto 2000 gendéw po delecji genu PDIA3
-identyfikacje gendéw, ktorych ekspresja byfa zalezna od PDIA3 (PTGS2, MMP12, FOCAD) w
komodrkach A431WT, A431APDIA3 w zaleznosci od 1,25(0OH)2D3
- zmiany w proliferacji, migracji i cyklu komérkowym w komérkach pozbawionych PDIA3
- zwiekszong wrazliwos¢ na dziatanie 1,25(0H)2D3 w komadrkach A431APDIA3
- inng niz przez 1,25(0OH)2D3 regulacje ekspresji niektérych klasycznych genéw zaleznych od
VDR, w tym CAMP (Cathelicidin Antimicrobial Peptide), TRPV6 (Transient Receptor Potential
Cation Channel Subfamily V Member 6) w komadrkach A431APDIA3
- rozng odpowiedz na 1,25(0OH)2D3 komdrek nowotworowych A431 i keratynocytow HaCaT,
- zmiany w morfologii i bioenergetyce mitochondridow przy delecji PDIA3
- zmiany morfologiczne mitochondriow w komérkach A431APDIA3 i czeSciowe odwracanie
efektu delecji PDIA3 przez 1,25(0H)2D3
- zmiany bioenergetyki mitochondridéw i modulacja sygnalizacji STAT3 poprzez delecje PDIA3
- zréznicowang szybkos¢ zuzycia tlenu i szybko$¢é zakwaszania zewngtrzkomorkowego w
komodrkach A431APDIA3 i A431WT oraz brak wptywu 1,25(0H)2D3
- obnizenie wyjsciowego poziomu wapnia i odpowiedzi komdrek na 1,25(0H)2D3 przy delecji
PDIA3 i VDR
- zaktécenie sygnalizacji odbtonowej indukowanej przez 1,25(0OH)2D3 w komodrkach A431
poprzez knockout PDIA3 lub VDR
- role VDR w aktywacji zaleznej od wapnia/kalmoduliny kinazy biatkowej Il Alpha (CAMK2A) i
role biatka PDIA3 w mobilizacji wapnia w komdrkach A431 indukowanej 1,25(0OH)2D3.

Jak wskazano powyzej, ujete w rozprawie doktorskiej prace badawcze zostaty
opatrzone dodatkowo wspdlng dyskusjg, ktéra napisana jest poprawnie, w sposéb logiczny
przedstawia analize wszystkich wynikow. W Dyskusji Doktorantka odnosita sie do
dostepnych danych literaturowych, cho¢ w ograniczconym zakresie, podkreslajgc tylko
najistotniejsze wyniki oraz podobienstwa i roznice z wynikami innych. Ale wynika to z formy
dysertacji opartej na opublikowanych pracach. Zatem nalezy przyja¢, ze dogtebna dyskusja
bytaby w znacznej mierze powtdrzeniem szczegdtowych dyskusji ze wspomnianych
artykutow, w ktérych Doktorantka poréwnuje uzyskane wyniki z najnowszymi danymi
zawartymi w miedzynarodowym pismiennictwie w sposéb wyczerpujacy, co wskazuje na
dobrg znajomos¢ tematyki przez Doktoranta.

Doktorantka  zamiescita takze podsumowanie  wnioskow  ptyngcych z
przeprowadzonych badan oraz zaproponowata mechanizm dziatania odpowiedzi btonowe;j
VDR i PDIA3 na 1,25(0OH)2D3 w raku ptaskonabtonkowym, co réwniez zobrazowata
graficznie.

Rozprawe doktorskg Pani Joanna Nowak zakonczyta podsumowaniem i wnioskami,
dotyczagcymi zardwno aspektdw poznawczych, jak i potencjalnie uzytecznych w praktyce
klinicznej, z ktdrych najwazniejszymi wydajg sie byc:
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-potwierdzenie, ze PDIA3 moze bezposrednio lub posrednio modulowaé ekspresje gendéw
regulowanych przez 1,25(0H)2D3 w raku ptaskonabtonkowym

-wykazanie roli biatka PDIA3 w odpowiedzi btonowej na 1,25(0OH)2D3

-wykazanie efektu PDIA3 na morfologie mitochondridéw i bioenergetyke w komadrkach raka
ptaskonabtonkowego poprzez regulacje STAT3

-wykazanie, ze VDR jest rowniez niezbedny do aktywacji niegenomowej odpowiedzi na
1,25(0OH)2D3

-wykazanie istotnej roli PDIA3 w fizjologii komdrkowej i aktywnosci 1,25(0H)2D3

-wykazanie, ze PDIA3 moze stanowic¢ cel terapii przeciwnowotworowej, w tym moze petnic
role modulatora odpowiedzi na 1,25(0OH)2D3 w takich terapiach.

Lektura przedtozonej do recenzji dysertacji nasuneta kilka pytan:
-jakie sg pespektywy dalszych badan
-co zdecydowato o wyborze modelu badawczego (raka ptaskonabtonkowego/keratynocytow)
-czy byty testowane jakiekolwiek pochodne witaminy D; jesli tak — czy réwniez wykazywaty
podobny efekt jaki obserwowano dla 1,25(0OH)2D3.

3. Ocena koncowa

Przedstawione wyniki pracy doktorskiej Pani Joanny Nowak stanowig istotny wktad w
scharakteryzowanie mechanizméw molekularnych plejotropowego dziatania kalcytriolu, w
tym niegenomowego dziatania poprzez receptor btonowy PDIA3. Sposdb przeprowadzenia
badan, przygotowania pracy oraz jej prezentacja, a takze interpretacja uzyskanych wynikéw
dowodzg, ze Doktorantka ma nie tylko rozlegta wiedze dotyczacg przedmiotu badan, ale
takze umiejetnos¢ analizy uzyskanych wynikdéw. Szeroki zakres zastosowanych metod
badawczych oraz sposdéb analizy uzyskanych wynikéw $wiadczg o dojrzatosci naukowej
Autorki i duzym stopniu samodzielnosci w pracy naukowej. Moje uwagi i pytania
przedstawione powyzej nie podwazajg wysokiej wartosci pracy. Uwazam, ze Doktorantka w
petni rozwigzata oryginalny problem badawczy, jaki przed sobg postawita. Nalezy takze
podkreslic, ze Doktorantce w ciggu trwania studiow doktoranckich udato sie wykonaé
badania i je opublikowa¢ w formie 3 prac, co takze sSwiadczy o bardzo dobrej organizacji
pracy i jasno sprecyzowanych celach, do ktérych z sukcesem Doktorantka dazy.

4. Wniosek koncowy

Uwazam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Joanny Nowak pt.
,The role of PDIA3 in vitamin D signaling” spetnia wszelkie wymagania okreslone w art. 187
Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 poz. 478 ze zm.). W zwigzku z
powyzszym przedktadam Radzie Nauk Medycznych Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
wniosek o dopuszczenie mgr Joanny Nowak do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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Jednoczesnie, w uznaniu szerokiego zakresu badan, wartosciowych i oryginalnych wynikéw
oraz wysoka aktywnosc¢ publikacyjng rekomenduje wyrdznienie rozprawy stosowng nagroda.
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