Prof. dr hab. Anna Herman-Antosiewicz Gdansk, 24.01.2024 r.
Katedra Biologii i Genetyki Medycznej

Wydziat Biologii

Uniwersytet Gdanski

Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Joanny I. Nowak

pt. The role of PDIA3 in vitamin D signaling

Witamina D ma plejotropowy wptyw na organizmy i w dalszym ciggu odkrywane s3
nowe aspekty jej dziatania, rowniez jesli chodzi o mechanizmy jej aktywnosci w komorkach.
Oprocz roli w ekspresji gendw poprzez aktywacje receptora VDR, dziata w sposéb szybszy,
niegenomowy. Oczywiscie badaczy interesuje, jak to sie dzieje. Kandydatem do poza
genomowego dziatania aktywnej formy witaminy D3, czyli 1,25(0OH).D3 jest biatko PDIA3. Ma
ono aktywnos¢ izomerazy dwusiarczkowej, zatem bierze udziat w fatdowaniu biatek i gtownie
wystepuje w retikulum endoplazmatycznym (ER), ale rowniez jest obecne w btonie
komadrkowej, jadrze komérkowym, mitochondriach czy cytoplazmie. Co istotne, jest uwazane
za receptor 1,25(0OH);D3 ogrywajacy role w jej szybszym, innym niz przez modulacje ekspresji
gendw, wplywie na biologie komodrek. Dziatanie tego biatka w komérkach, szczegélnie w
kwestii sygnalizacji inicjowanej przez 1,25(0H).D3, jest ciggle nie do korica poznane.

W te tematyke wpisuje sie praca doktorska pani mgr Joanny Nowak, ktorej glownym
celem byto zbadanie roli PDIA3 w odpowiedzi na 1,25(0OH).D3 komérek ptaskonabtonkowego
raka skory linii A341 oraz wyprowadzonych z niej linii pozbawionych genéw PDIA3 lub VDR.
Swoje badania Doktorantka wykonata w Katedrze Histologii Gdarnskiego Uniwersytetu
Medycznego pod kierunkiem prof. dr hab. Michata Zmijewskiego, ktérego zespét ma
doswiadczenie i istotny wkitad merytoryczny w badania nad dziataniem witaminy D i jej
metabolitow, szczegdlnie w aspekcie biologii i patologii komorek skoéry.

Rozprawa doktorska jest przedstawiona w postaci trzech spojnych tematycznie,
wieloautorskich publikacji. S3 one skomentowane w Streszczeniu przygotowanym w jezyku
angielskim i polskim, a takze w rozdziatach napisanych w j. angielskim, tj. Introduction, Aims,
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Prace sktadajgce sie na rozprawe doktorskg mgr Nowak zostaty opublikowane w 2023
roku w dobrych i bardzo dobrych czasopismach o miedzynarodowym zasiegu (Steroids,
Nutrients, Cells) o tacznym IF= 14,66 i punktach ministerialnych= 350. We wszystkich tych
publikacjach mgr J. Nowak jest pierwszg autorka, a oswiadczenia wspotautoréw przekonujg o
Jej wiodgcym wktadzie w powstanie tych prac. Opublikowanie wynikow oznacza, ze przeszly
juz ocene ekspertéw. Niemniej, z racji roli recenzenta pozwole sobie przyblizy¢ najwainiejsze
rezultaty tych prac wraz z moimi uwagami i pytaniami.

Publikacja w Steroids (IF=2,76), pt. PDIA3 modulates genomic response to 1,25-
dihydroxy vitamin D3 in squamous cell carcinoma of the skin pokazuje rézne oblicza PDIA3 w
biologii komérek. Brak tego biatka uwrazliwia na dziatanie 1,25(OH);Ds (obniza ECso) oraz
hamuje zdolno$¢ migracji komorek, a 1,25(0OH).D3 poteguje nieco ten efekt. Jest to zupetnie
inny rezultat niz przy braku VDR, gdzie sama nieobecno$¢ tego receptora nie wptywa na
migracje, ale hamujacy efekt 1,25(0H):Ds jest tracony. Wyniki te wspierajg koncepcje, ze
PDIA3 mogtoby by¢ obiektem terapii antynowotworowych. Dodatkowo, Doktorantka
stwierdzita, ze brak tego biatka powoduje zmiany w ekspresji ponad 2 tys. genéw. Co istotne,
wyniki badan trankryptomu komoérek typu wt lub pozbawionych genu PDIA3 i traktowanych
1,25(0H).D3 wskazuja, ze PDIA3 jest istotnym przekaZnikiem sygnatu od tej witaminy i to nie
tylko w szlaku poza genomowym, ale tez majac wptyw na regulacje ekspresji genow (nawet
takich, ktdre sa typowymi markerami aktywnosci VDR). Produkty tych genow ogrywaja role w
gospodarce wapnia i fosforu. Co wiecej, zmiany w ekspresji gendw zaleznych od 1,25(0H);Ds
sg inne (czesto silniejsze) ze strony prawidtowych keranocytéw niz komérek nowotworu skory,
co moze ttumaczy¢ wczesniejsze wyniki pokazujgce, ze komarki transformowane s3 mniej
wrazliwe na 1,25(0OH):Ds.

Mam kilka pytan do tej pracy. W legendzie do Fig. 1 A-C mowa jest o 2 punktach
czasowych, a wykres przedstawia 1 krzywg. Czy odpowiada ona traktowaniu na 24 czy 72
godziny? Jak pogodzi¢ wyniki z Fig. 1 D-G, gdzie 1,25(0OH):D3 daje minimalne zmiany w fazach
cyklu komérkowego (szczegdlnie w AVDR i APDIA3), co nie pokrywa sie z iloscig mRNA dla
markera proliferacji lub inhibitoréw Cdk? Czy poréwnano stopien ekspresji PDIA3 lub poziom
biatka w HaCaT i A431? Moze rozna odpowiedz tych komaérek na 1,25(0H).D3 wynika z réznego
poziomu PDIA3?

Poniewaz 1,25(0OH):D3 reguluje funkcjonowanie mitochondridéw, w kolejnej pracy pt.
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cellular respiration and glycolysis in squamous cell carcinoma (Nutrients; IF=5,9), badano ten
aspekt w zaleznosci od obecnosci lub braku PDIA3. Zauwazono, ze w komdrkach bez PDIA3
mitochondria sg ogodlnie mniejsze, ale traktowanie 1,25(OH).D3; czesciowo odwraca ten
fenotyp. Niestety ze zdje¢ z mikroskopu elektronowego nie widac, co sie dzieje z grzebieniami
mitochondrialnymi. Stwierdzono, ze 1,25(0OH);D3 nie zmienia istotnie potencjatu
mitochondrialnego w komodrkach bez PDIA3. Szkoda, ze nie pokazano, czy jest réznica w
potencjale mitochondrialnym miedzy komdrkami wt i z delecjag PDIA3. Co ciekawe, w
komoérkach bez PDIA3 zaréwno poziomy glikolizy (mierzonej wskaznikiem ECAR) jak i
oddychania mitochondrialnego (mierzonego przez OCR) sq wyzsze, a 1,25(0OH).D3; wiasciwie
nie ma na to wiekszego wptywu. Analiza transkryptomu mitochondrialnego wskazata, ze
PDIA3 odgrywa role gidwnie w metabolizmie mitochondriow, a 1,25(0OH).D3 bardziej
oddziatuje na ekspresje gendw i organizacje tych organelli. Stwierdzono tez, ze w sygnalizacji
od 1,25(0OH);D3 -PDIA3 do mitochondriéow moze uczestniczy¢ czynnik STAT3. Tu rowniez mam
kilka uwag. Fig. 6C przedstawia statut biatka STAT3 w komodrkach wt , AVDR i APDIA3 przed i
po traktowaniu 1,25(0OH).;Ds. Czy Doktorantka przeliczyta stosunek p-STAT/STAT? Otrzymana
wartosc bytaby lepszg wskazéwka odnosnie aktywacji i lokalizacji STAT3 w komérkach. Czy
podpis do Fig. 5 (B i C) jest prawidlowy? Ze zdje¢ z ME wyraznie wida¢, ze w komérkach bez
PDIA3 jest wiecej wakuol. Czy Doktorantka ma wiedze na temat wptywu PDIA3 na autofagie?

W pracy pt. VDR and PDIA3 are essential for the activation of calcium signaling and
membrane response to 1,25(0H)2D3 in squamous cell carcinoma cells w Cells (IF= 6,0) badano,
jak 1,25(0OH).D3 wptywa na gospodarke wapniowg w zaleznosci od statusu receptorow PDIA3
lub VDR. Badaniami objeto transkryptom oraz wewnatrzkomérkowy poziom Ca?*. Odkryto, ze
PDIA3 jest niezbedne do wzrostu poziomu Ca?* w komérkach po dziataniu 1,25(0H);D3, a VDR
odgrywa mniejsza role. W komoérkach bez PDIA3 mniej byto biatka TRVP6 bedgcego kanatem
wapniowym. Kinetyka aktywnosci transkrypcyjnej genéw odpowiedzi na wapn w komérkach
pozbawionych PDIA3 byta inna niz w przypadku komoérek wt lub pozbawionych VDR, a analiza
ilosci i stopnia fosforylacja biatek zaangazowanych w sygnalizacje wapniowa w odpowiedzi na
1,25(0OH):D3 sugeruje, ze oba te receptory majg udziat w regulacji gospodarki wapniowej w
komadrkach A431. Tu mam pytanie, czy Doktorantka badata, co jest Zrodtem wyzszego poziomu
Ca?* w komérkach traktowanych 1,25(0OH).Ds; — czy jony te pochodzg z zewnatrz czy raczej z

magazynu ER?



Podsumowujac, Doktorantka realizujgc cel badan, otrzymata szereg ciekawych
wynikéw, do ktérych nalezy zaliczy¢ wykazanie, ze biatko PDIA3 bierze udziat w genomowej
odpowiedzi komorek A431, regulacji metabolizmu i funkcjonowania mitochondridow oraz jest
niezbedne w regulacji poziomu jonéw Ca?* i sygnalizacji z ich udziatem w odpowiedzi na

aktywng forme witaminy D.

Whiosek koricowy

W mojej opinii oceniana praca stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.
Prezentowane w niej rezultaty s3 interesujace z naukowego punktu widzenia, wnoszg wiele
nowych informacji o udziale PDIA3 w dziataniu 1,25(0OH);D3 na komorki nowotworowe.
Uwazam, ze przedfozona do recenzji rozprawa doktorska w petni spetnia warunki okreslone w
art. 187 Ustawy z dn. 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2021 .,
poz. 478 ze zm.).

Zwracam sie zatem do Rady Nauk Medycznych Gdarskiego Uniwersytetu Medycznego

z prosba o dopuszczenie mgr Joanny Nowak do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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