Ocena
dorobku oraz osiagniecia naukowego dr Anny Otylii Sarnowskiej dla
uzyskania stopnia doktora habilitowanego. Tytul osiagniecia: ,Analiza
czynnikéw potegujacych wlasciwosci regeneracyjne komérek

macierzystych/progenitorowych stosowanych w terapii OUN”

Z ubolewaniem nalezy stwierdzié, ze dzisiaj kandydaci nie rozpisuja sie
na temat swoich uprzednich doswiadczenh na szczeblu kariery, co niejako
utrudnia oglad kandydata, a finalnie zupelnie si¢ go nie widuje. Odczytuje
wiec niektore fakty z pierwszej strony (skapo) Autoreferatu wnoszac, ze
kandydatka jest starannie wyksztalcona studiujac w  kierunku
biotechnologicznym, a nastepnie konczac medycyne na II Wydziale
Lekarskim Akademii Medycznej w Warszawie, co niewatpliwie jest olbrzymim
atutem w pozniejszej pracy naukowej. W roku 2007 uzyskuje tytul doktora
nauk medycznych za prace w zakresie biologii medycznej 1 rowniez
powiazang z neurologia, w ktorej to realizuje swoje zainteresowania takze w
przytlaczajacej wiekszosci swoich publikacji. Do roku 2014 przechodzi
poszczegblne pietra zainteresowan w Instytucie Medycyny Doswiadczalnej i1
Klinicznej PAN w Warszawie, by skupi¢ si¢ na tematyce medycyny
regeneracyjnej w osrodkowym ukladzie nerwowym, od roku 2006
zatrudniona jest rownolegle w Klinice Neurologii 1 Epileptologii CMKP w
Warszawie 1 jak mozna wnosi¢ kontynuuje raczej kariere klinicznag,
jakkolwiek cigglos¢ publikacyjna zostala zachowana do 2017 roku. Bez
watpienia dorobek habilitantki nalezy uznaé za wystarczajacy dla uzyskania
stopnia doktora habilitowanego. Wnoszac chronologicznie jest ona autorka
28 prac impaktowanych o skumulowanym wspoélczynniku oddzialtywania
blisko 100, by¢ moze indeks Horscha (H=14) bedzie si¢ poprawial, tak samo
jak liczba cytowan (ponad 500), ktora pomimo topowej i modnej tematyki
nalezy uznac za mniej satysfakcjonujaca.

Kandydatka przedstawila niewatpliwie ciekawy zbior prac dotyczacy
optymalizacji czynnikow mogacych wplywaé¢ na zastosowanie wszczepow
komérkowych do  osrodkowego ukladu nerwowego, jako  prob

terapeutycznych wobec choréb dotad nieuleczalnych. W pierwszej z nich



zastanowila sie nad wplywem regionu (OUN) wszczepienia oraz stadium
hodowlanego/zréznicowania komorek na ich wlasciwosci biologiczne (Stem
Cells Devel., 2009;18:1191-200).

W tej publikacji kandydatka postuzyla sie modelem krwi pepowinowe;j
oraz pozyskanych z niej zawiesin ukierunkowanych neuronalnie
progenitoréw (HUCB-NSC) oraz zawiesin tzw. neurosfer (N-HUCB). HUCB nie
sa moim ulubionym modelem komoérkowym, ze wzgledu na duza zmiennosc
biologiczna jak i niejednoznaczny stopien metylacji w kazdej z
pozyskiwanych populacji (nota bene kandydatka nie zarysowala tego
problemu). Dodatkowo jest to ksenogeniczny model komorek ludzkich wobec
osrodkowego uktadu centralnego szczura (hipokamp). Niemniej pewne
prawidlowosci dato sie jednak tutaj odczytac¢. Poza zréznicowaniem stadium
komoérkowego wyprowadzanych progenitoré6w neuronalnych, roznice
modelowe dotyczyly okolic transplantowanych do hipokampa komorek, tj.
zakretu zebatego (DG), okolicy cornu ammonis (CA) oraz kory srodwechowej
(EC). Skrawki hipokampa imitowaly uszkodzenie typu ostrego, tj. poddawane
byly transplantacji komoérek juz po 1 dobie od pozyskania oraz po dniach 7
od pozyskania (uszkodzenie odlegte). Komorki znakowane byly celem
pOzniejszego ich obrazowania substancja CMFDA, lub tez poddawano je
transfekcji zielonym biatkiem fluorescencyjnym.

Uwidoczniono w tym modelu ciekawy wplyw mikrosrodowiska. Na
przykiad transplantujac na skrawki jednodniowe hipokampa komorki
progenitorowe HUCB-NSC zaobserwowano, ze wiekszos¢ z tych komorek
pozostawala niezréznicowana, o ksztalcie okraglym z mala zawartoscia
cytoplazmy i bez formujacych si¢ wypustek. Z kolei ko-kultura skrawkow 7
dniowych z komoérkami progenitorowymi wskazywala na znaczaca liczbe
komoérek przypominajaca tor neuronalny o zaawansowanym wygladzie
morfologicznym jak i ekspresji adekwatnych markerow, TUJ1, MAP2 in
NF200 osiagajac wartosci odpowiednio 49%, 43% oraz 74%. W obu
przypadkach zaobserwowano pojawienie sie komorek linii
oligodendrocytarnej z zaznaczajaca sie ekspresja markerow O4 i GalC.

Innym ciekawym aspektem opublikowanej pracy byly obserwacje

prowadzone roéwnolegle zarowno toru migracji jak i roznicowania uzyskanych



neurosfer. Tory migracyjne komoérek obserwowano jedynie w przypadku ko-
kultur ze skrawkami hipokampa, pozyskanymi w stanie ,ostrym”
(jednodniowymi). Tor migracyjny podanych neurosfer preferencyjnie
prowadzit z kory srodwechowej (EC) i zakretu zebatego (DG) do okolicy
regionu cornu ammonis (CA), natomiast neurosfery transplantowane w
okolice zakretu zebatego (DG) migrowaly poprzez hilus w kierunku warstwy
komorek piramidalnych. Komoérki podane w okolice regionu CA migrowaly w
okolice warstwy piramidalnej, zas nigdy przeciwnie w kierunku regionu
zakretu zebatego. Neurosfery podane w okolice regionu zebatego pozostawaty
w stanie spoczynkowym, zas podane do warstwy piramidalnej regionu CA
(zarowno neurosfery jak 1 progenitory HUCB-NSC) roéznicowaly sie w
neurony. Immunohistochemia potwierdzita ekspresje specyficznych dla toru
neuronalnego markeréow. Uzywajac markera dablekortyny, biatka
mikrotubularnego, pojawiajacego sie w trakcie migracji neuroblastow
udowodniono, ze tzw. neurosfery transplantowane w bliskosci zakretu
zebatego (DG) do skrawkéw 7-dniowych hipokampa aktywowaly neuroblasty
komoérek ,gospodarza”. Co interesujace, neurosfery pochodzace z ludzkich
komorek krwi pepowinowej zaréwno w stosunku do skrawkow hipokampa
jedno jak i siedmiodniowych réznicowaly si¢ nader niechetnie w kierunku
astrocytow, powodujac w bezposrednim sgsiedztwie podania obnizenie liczby
astrocytow, co stwierdzano poprzez obnizenie ekspresji charakterystycznych
markerow, GFAP i S100 beta. Autorka konkluduje, ze staba atrakcja w
kierunku ukierunkowania badanych komérek HUCB do komoérek glejowych,
w tym do oligodedrocytarnych polega na braku adekwatnej sygnalizacji ze
strony komorek gospodarza, natomiast obserwowana astroliza moze byc¢
wykorzystana jako korzystna cecha zastosowanych zawiesin pochodzacych z
komorek krwi pepowinowej umozliwiajaca pokonywanie blizn glejowych w
urazach OUN. Ta ostatnia hipoteza musi oczywiscie znalez¢ potwierdzenie w
dalszych eksperymentach z uzyciem modeli zwierzecych.

Innym pytaniem, ktore zadala sobie habilitantka (opublikowano w Exp
Neurol, 2009; 215:317-327) to fakt uczestniczenia przez komorki szpikowe
(para-mezenchymalne) w strukturalnej versus parakrynowej akcji wobec

OUN. Tutaj nastepuje zmiana sytuacji modelowej, albowiem izolowano u



szczura komorki szpiku kostnego (pula catkowita; BMSC), podobnie ze
szczura izolowane byly skrawki hipokampu oraz kontrolne zawiesiny
komoérek korowych (PrimC) pozyskiwane z moézgowia. Dodatkowo populacje
BMSC po adherencji traktowano medium kompletnym, badz pozbawionym
surowicy (BMSC-SD; serum deprived). W stosunku do skrawkow hipokampa
powodowano jego uszkodzenie poprzez pozbawienie w pozywce glukozy w
warunkach hipoksyjnych. Na tak przygotowanych skrawkach prowadzono
krotkotrwala 24-godzinng inkubacje z nalozonymi zawiesinami BMSC,
BMSC-SD oraz PrimC, wzglednie prowadzono ko-kulture tych komorek
wykluczajac ich bezposredni kontakt. W tych ukladach modelowych
prowadzono nastepnie ocene Smiertelnosci komoérek, poziom apoptozy jak
rowniez stopien zroznicowania postugujac sie¢ stosownymi markerami
komoérkowymi wyznaczajac w ten sposob oddzialywanie wzajemne tych
ukladow komoérkowych wzgledem siebie. Do obserwowanych genow nalezaty
kodujace: nerwowy czynnik zrostu, NGF beta; zasadowy fibroblastowy
czynnik wzrostu, basic FGF oraz insulinopodobny czynnik wzrostu, IGF-1.

W krotkotrwatej (24-godzinnej) inkubacji 3 badanych zawiesin
komérkowych  na  uszkodzonych = skrawkach  hipokampa  (OGD)
zaobserwowano redukcje sSmiertelnosci komoérek OHC (o ok. 16%) naktadajac
pule komorek BMSC 1 o kilka procent nakladajac komorki BMSC-SD i
PrimC. W ko-kulturach z uzyciem skrawkow OGD (po deprywacji glukozy)
zaobserwowano obnizenie Smiertelnosci komoérek w regionie cornu ammonis
(CA) w  podobnych  ukltadach odsetkowych dla odpowiednich
transplantowanych populacji komérkowych (15%, 4,7% i 3,5%). Analizujac
stopien zréznicowania komorek i ich potencjat migracyjny w skrawkach OHC
OGD stwierdzono powierzchowne wmigrowanie populacji komoérek BMSC do
skrawka bez ich przemian morfologicznych, podczas gdy w populacjach
komoérkowych BMSC-SD oraz PrimC zaobserwowano glebokie wmigrowanie
tych komoérek do OHC OGD ze zmiana morfologii oraz zamanifestowaniem
ekspresji genoéw réznicowania, w stosunku do markeréow GFAP, DCX, TUJ-1.
Ukierunkowujac obserwacje na komorki transplantowane, stwierdzono
oddziatywanie OHC OGD szczegélnie na populacje komorek BMSC-SD

powodujace wzrost ekspresji markera GFAP i nestyny. W nastepnym cyklu



doswiadczalnym obserwowano poziom ekspresji cytochromu c (dystrybucja
zmian (efflux) z mitochondriow do cytozolu) w neuronach piramidalnych
regionu CA, jak i poziom ekspresji kaspazy 3 (immunocytochemia). W tych
testach zaobserwowano obnizenie dyspersji cytochromu c¢ do cytozolu pod
wplywem komoérek BMSC oraz Prim C (poréwnywalnie dla obu tych
populacji). W aspekcie aktywacji kaspazy 3 w skrawkach OHC OGD, jej
obnizenie bylo poréwnywalne dla badanych populacji komoérkowych (ko-
kultura), jednak podane liczebnosci nie harmonizuja z podanymi na ryc. 3 T.
Odwracajac obserwacje w kierunku poziomu apoptozy w badanych
populacjach BMSC i PrimC - byly one porownywalne w zakresie od 6-13%.

W zakresie oceny gendow zroznicowania komoérkowego, poddane ko-
kulturze badane populacje komoérkowe nasilaly w skrawkach hipokampu
ekspresje genow IGF-1, bFGF i NGF, przy czym zwlaszcza populacja komorek
BMSC-SD nasilata te ekspresje podwyzszajac ja o ok. 30%, podczas gdy geny
IGF-1 i bFGF nie poddawaly sie zmianom aktywnosci transkrypcyjnej
poréwnywalnie dla populacji BMSC czy PrimC, co uwazam za zaskakujace,
ale nie bylo to przedmiotem dyskusji habilitantki. Odwrotnie badajac
poziomy tych genéw (IGF-1, bFGF oraz NGF) w badanych populacjach
komorkowych BMSC, BMSC-SD oraz PrimC najwieksze nasilenie ekspresji
tych genéw obserwowano w populacji komoérek BMSC-SD oraz PrimC, co
korespondowalo w zmianach, w morfologii tych komorek. Zatem o ile
habilitantka udowodnita efekt ochronny (Smiertelnos¢ komorek, poziom
apoptozy) komoérek macierzystych wobec uszkodzonych struktur OUN oraz
uwidoczniony zostal zréznicowany efekt parakrynowy (BMSC-SD wzgledem
BMSC) tych populacji komérkowych, to z trudem mozna przyjac BMSC-SD
jako przyklad zachowan komoérek mezenchymalnych, albowiem model ten
zasadniczo rézni sie od pracy poprzedniej 2z uwzglednieniem
ukierunkowanych neuronalnie komoérek z ludzkiej krwi pepowinowej. Tak
wiec, moim zdaniem, wystepuje tu niekompatybilnos¢ stosowanych modeli.

W nastepnej pracy, skladajacej si¢ na przedstawione osiagniecie
(opublikowano w Folia Neuropathol 2013;51:103-110) habilitantka
podjeta tematyke wpltywu mikrosrodowiska osrodkowego ukladu nerwowego

na hereogennos$¢ roéznicowani sie komoérek progenitorowych (linii



oligodendrocytarnych). Jest to zdecydowanie najstabsza publikacja
prezentowanego cyklu i dosyé luzno zwiazana 2z tematyka wiodaca
osiagniecia. W zakresie wptywu mikrosrodowiska przedstawiono 2 rézne typy
tkanek OUN, na ktérych nastepnie prowadzono hodowle posrednie (komorki
rozdzielone od skrawkow narzadowych), tj. skrawki hipokampa (OHC) oraz
podtuzne skrawki rdzenia kregowego. Ko-kultury hodowlane prowadzono in
vitro przez dni 5 ze szczurzymi komoérkami progenitorowymi
oligodendrocytarnymi (astrocyty byly odseparowane na powierzchniach
adherentnych i odrzucano komorki mikroglejowe na pczatku 2-tygodniowe]
hodowli pierwotnej). Nastepnie weryfikowano ukierunkowanie zawiesiny
pierwotnej uzywajac markeréw prekursorowych (w stosunku do komorek
oligodendrocytarnych). Pojawia sie ekspresja markerow swiadczacych o
niedojrzatych oligodendrocytach (04 i GalC), jednoczesnie wykluczono
komorki pochodzenia astrocytarnego (brak ekspresji markera GFAP). Wyniki
wskazaly takze, ze wywodzace sie z ko-kultur zawiesiny w 99% pochodzily z
komorek pozytywnych na NG2. Prébujac ukierunkowac¢ te komorki na linie
astrocytarna (dodajac 1% surowicy) uzyskano populacje pozytywna na
obecnosé GFAP jedynie w 2,5%. Natomiast dodajac medium kondycjonowane
z hodowli skrawkéw hipokampa oraz rdzenia kregowego osiagano 18%
komoérek pozytywnych na marker GFAP. Jednakze analizujac ekspresje
genow troficznych i cytokin metoda macierzy funkcjonalnych wykazano
roznice w tychze wyodrebniajac pewne osobne specyficznosci dla tkanki
hipokampa (czynniki troficzne charakterystyczne dla moézgu - BDNEF;
nerwowy czynnik wzrostu - NGF; rzeskowy czynnik neurotroficzny, CTNF;
glejowy neurotroficzny czynnik wzrostu, GDNF; neurotrofina 5, NTFS5;
fibroblastowy czynnik wzrostu nr 9, FGF9; aktywator transdukcji, STAT4 i
czynnik dojrzewania gleju GMF, izoformy alfa i beta). W przypadku
dominujacych czynnikéw w skrawkach rdzenia kregowego wyodrebniono,
nerwowy czynnik wzrostu VGF oraz neurotrofing 3. Autorka interpretuje te
wyniki w kierunku ekspresji korzystnych neuroprotekcyjnie czynnikow NGF,
BDNF, CTNF i GDNF pochodzacych zwlaszcza z hipokampa wobec czynnikow
pro-astrocytarnych mogacych zakloci¢ organizacje tkankowa OUN poprzez

powstawanie blizn astrocytarnych. Niemniej prosze zwazyc¢, ze kierunek pro-



astrocytarny  przyjmowaly  komoérki poddane  wplywowi — medium
kondycjonowanego znad obu typoéw ko-kultur tkankowych, tj. z uzyciem
hipokampa jak i rdzenia kregowego!!

Nastepng metodologiczng ,wprawka” habilitantki jest zbior
doswiadczen nad kulturami tkankowymi pochodzacymi ze skrawkow
narzadowych pobranych podtuznie 2z rdzenia kregowego szczura
(opublikowano w Stem Cells Internat 2015). Porownawczo pobierano
skrawki od szczuréw 5-7 dniowych oraz osobnikéw dorostych (ok. 8-
tygodniowych). Opisano szczegélowo problematyke metodologiczna oraz
skale trudnosci wynikajaca z roéznicy wieku zwierzat laboratoryjnych.
Zwrocono uwage na zachowanie cytoarchitektoniki hodowli skrawkow
narzadowych jak i zachowanie orientacji grzbietowo-brzusznej. Niemnie]
skrawki od osobnikéw dorostych pozwalaja na obserwacje 4-5 tygodniowe,
za$ skrawki od osobnikéw dorostych na 1 tydzien. W obu przypadkach jest
to okres zbyt krotki dla obserwacji pro-regeneracyjnych wlokien nerwowych,
ale wystarczajacy dla oceny neuroprotekcji. Aby oceni¢ wplyw srodowiska
OUN dla celow krotkiej transplantacji ludzkich komoérek krwi pepowinowej,
linii HUCB-NSC i/lub szczurzych progenitorow oligodendrocytarnych
pozyskano je w odpowiednio opisanych wczesniej technikach, a nastepnie
przystapiono do krotkoterminowej inkubacji lub ko-kultur posrednich
(medium przedziela zawiesing komoérkowa od skrawka narzadowego). Przy
ocenie immunohistochemicznej wykonanej po krotkiej inkubacji wobec
komoérek HUCB-NSC wykazano obecno$¢é markeréw neuronalnych (TUJ1) jak
1 astrocytarnych S100beta. W identycznych doswiadczeniach z ko-kulturami
posrednimi wykazano w HUCB-NSC intensywna ekspresje markera TUJ1. W
porownaniu ze skrawkami pozyskanymi od osobnikéw dorosltych, skrawki
rdzenia kregowego od osobnikéw mlodych wykazywaly znacznie bardziej
nasilona ekspresje pro-neuronalna TUJ1/NF200, a osobniki doroste
nasilenie markera pro-oligodendrocytarnego NG2. Nie bylo réznic w
stosunku do markeréw pro-astrocytranych. Z kolei poréwnujac
oddzialywanie mikrosrodowiska himpokampa w stosunku do rdzenia
kregowego zwraca uwage ukierunkowanie na dojrzewanie w kierunku pro-

neuronalnym (TUJ1) przy pewnym przyspieszeniu wzrostu roéznicowania



oligodendrocytarnego (GalC), za§ w przypadku sSrodowiska skrawkow
pochodzenia rdzeniowego zdecydowanie niedojrzatych form
oligodendrocytarnych. Te réznice w ukierunkowaniu dojrzewania
umozliwiane przez mikrosrodowisko OUN powinny by¢ brane pod uwage przy
przygotowywaniu komoérek macierzystych do mozliwych wszczepow/terapii
komoérkowych w odpowiednich strukturach OUN.

Kolejna publikacja (opublikowano w Mol Neurobiol, 2017) wprowadza
najwiecej niepokoju do analizowanego cyklu prac skladajacego sie na
osiagniecie promocyjne. W streszczeniu tej pracy autorzy donosza (ostatni
autor to habilitantka), o zastosowaniu ludzkich komérek mezenchymalnych,
pochodzacych z galarety Whartona na prowadzone (i wielokrotnie w tym
osiagnieciu si¢ przewijajace) ko-kultury komoérek macierzystych ze
skrawkami hipokampa, w tym z tkanka OUN uszkodzona pozbawieniem w
medium glukozy, w warunkach hipoksyjnych. Wyprowadzone wnioski na
temat ewentualnej neuroprotekcji komoérek (KM) pochodzacych z galarety
Whartona wobec uszkodzonych komoérek hipokampa nie sprawdzaja sie
jednak w dalszym ciagu tej pracy, zwlaszcza w odniesieniu do postulowanych
roznic w jakosci komoérek pomiedzy ich pasazami, a tzw. kulturami Swiezymi,
zas dyskusja zostata poprowadzona caltkowicie ,,obok” uzyskanych wynikow.
A zatem, teoretycznie obserwacje mialy sie rozgrywaé wobec ko-kultur
skrawkow uszkodzonego hipokampa, a ,Swiezymi” fragmentami tkanki
sznurow pepowinowych i MSC z ich izolowanymi (1-szy a 4-ty pasaz hodowli
in vitro, lub tez nie rozumiem kodéw zastosowanych w tej pracy). Autorki
klarownie podaja miejsce pozyskiwania fragmentéw tkanki, dla unikniecia
kontaminacji innymi typami komorek, a nastepnie opisuja pozyskiwanie
zawiesin komorkowych MSC. Opisuja szczegolowo zaréwno sposob
pozyskiwania ludzkich zawiesin komoérek MSC jak i skrawkéw tkankowych
szczurzego hipokampa. Podaja tez warunki tzw. hodowli posredniej, a
nastepnie barwienia immunocytochemicznego, testu immunosorbentowego i
aktywnosci transkrypcyjnej poszczegdlnych badanych czynnikéw/genow,
ktore uwazajg za kluczowe dla potwierdzenia potencjalnie uzyskiwanej
neuroprotekcji, przez komoérki pochodzace 2z galarety Whartona. W

prowadzonych ko-kulturach zaobserwowano roéznice w neuroprotekcji wobec



komorek hipokampa (badana S$miertelno§¢ komorek) pomiedzy swiezymi
fragmentami tkanki galarety i KM z pierwszego pasazu wobec komorek
mezenchymalnych pozyskanych z pasazu 4-tego, ale nie wykazano istotnych
réznic pomiedzy oddzialywaniem dwoch pierwszych populacji komorkowo-
tkankowych, co przeczy idei Abstraktu. Immunohistochemia przedstawiona
na rycinie 2 tej pracy, rowniez nie potwierdza tego przewodniego motta,
dokumentujac jedynie, ze S$wieze fragmenty WJ przedstawialy minimalne
iloSci komorek z nisko ekpresjonowanymi markerami linii neuronalno-
glejowych (GFAP, NF200, NG2), ktore intensywnie przyrastaly po ko-kulturze
ze skrawkami hipokampa i jeszcze intensywniej po ko-kulturze z tkanka
OHC uszkodzonag brakiem glukozy w medium i hipoksja (OHC OGD). Nie ma
tu jednak bezposredniego poréwnania z aktywnoscia komorek
mezenchymalnych w stosunku do poézniejszych pasazy. Takie porownanie
mozna byloby suponowac z rycin 3 i 4, tam mamy jednak poréwnania wobec
KM z pierwszego pasazu w stosunku do ko-kultur ze skrawkami hipokampa,
a na rycinie 4, KM z 4 pasazu hodowli wobec ko-kultur z OHC. Nie ma tu
bezposredniego poréwnania funkcji KM z tzw. fragmentami tkanek swiezych
galarety = Whartona (WJ). Charakterystyczne markery komorek
mezenchymalnych, fibronektyna i wimentyna nie roznily sie w pasazu 1-
szym w ekspresji wobec ko-kultur z OHC oraz OHC OGD. Jednak marker
oligodendrocytarny NG2 wystapit w 17% populacji komérek WJ i wzrost
istotnie w hodowli posredniej z OHC i OHC OGD do ok. 28%. Specyficzne
barwienie na nestyne (komoérki neuronalne) ujawnilo 13% pozytywnych
komorek w kontrolnej monowarstwie wobec 30 i 34% pozytywnych po ko-
kulturze z OHC oraz OHC OGD. Réwnolegle neuronalny marker NF200,
wystapil w kontrolnych komorkach galarety Whartona w 22,5% i wzrastat do
34% 1 36,5% w ko-kulturze z OHC oraz OHC OGD. Marker bardziej
dojrzalych komoérek neuronalnych TUJ1 wyniésl w populacji komorek
kontrolnych 0,5% i wzrastal do 6% w ko-kulturze z OHC OGD, podobnie
marker proliferacyjny Ki67 mial poziom zerowy w hodowlach
monowarstwowych i wzrastal do 12,5% po ko-kulturze OHC OGD.

Analizujac KM z 4-tego pasazu (ryc. 4) odnotowujemy, podobnie jak w

przypadku komorek z 1-szego pasazu) brak réznic w ekspresji fibronektyny i



wimentyny w hodowlach  posrednich. Liczebnosci dla markera
oligodendrocytarnego, NG2, wynosity dla kontrolnej monowarstwy, komorek
pozytywnych w 13,5% (czyli podobnie jak dla komoérek z pasazu 1-szego) i
wzrastal do 27% w hodowlach z OHC i 29% komorek pozytywnych w ko-
kulturach z OHC OGD (czyli catkiem podobnie jak w komorkach KM z
pasazu 1-szego). Ekspresja nestyny wynosita w monowarstwie — 24,5% (czyli
znacznie wyzej niz w kontrolach KM z 1-szego pasazu) i wzrastata do 32% i
33,5% w ko-kulturach z OHC oraz OHC OGD (czyli prawie identycznie jak w
komoérkach KM z pasazu 1-szego). Barwienie markera NF200 ujawnilo 25,5%
komoérek pozytywnych w hodowli kontrolnej i wzrost do 39% oraz 40% w ko-
kulturach z OHC oraz OHC OGD, czyli wiecej niz w odnosnych hodowlach z
komorkami KM z pasazu 1-szego). Marker TUJ1 wystepowal w 17% 2z
komoérek z monowarstwy kontrolnej i wzrastal do 25% w ko-kulturach ze
skrawkami hipokampa (czyli znacznie wyzej niz w komoérkach KM z pasazu
1-szego). Podobnie wyzsze poziomy zaobserwowano w stosunku do markera
proliferacyjnego Ki67 (w komoérkach KM z pasazu 4-tego). Wyzszy poziom
komorek z markerem GFAP w KM w 4-tym pasazu mogl byc traktowany
dwojako, jednak na poziomie préb z neuroptotekcja nie moze byc
jednoznacznie odczytywany jako negatywny.

Poréwnujac bardziej bezposrednio komorki KM z pasazu 1-szego wobec
tych z pasazu 4-tego mozna bylo zaobserwowac¢ wyzszy poziom fibronektyny
(dla KM z pasazu 1l-szego) ale porownywalny u obu typow KM poziom
wimentyny. Jednoznacznie nalezy stwierdzi¢, ze poziomy markerow
neuronalnych, zwlaszcza w odniesieniu do markera TUJ1 byly istotnie
wyzsze dla komoérek KM z pasazu 4-tego, podobnie jednoznacznie uktadaty
sie markery proliferacyjne Ki67. Czy to oznacza slabszy potencjal
neuroprotekcyjny tych komoérek — powatpiewam!

Dalej podazajac za mysla autoréw wobec czynnikéw wydzielanych do
mediow hodowlanych, zwlaszcza w aspekcie ko-kultur oraz komorek WJ czy
tez WJ-MSC z 1-szego, badz 4-tego pasazu réwniez nie znajduje dowodu na
mysl przewodnia autoréw. W stosunku na przykiad do czynnika hVEGF,
zaobserwowano znamienny przyrost tego czynnika w ko-kulturach WJ ze

skrawkami hipokampa i znamiennie dla ko-kultur z uzyciem KM z 4-tego



pasazu (ale nie z KM z 1-szego pasazu). I obserwacja ta nie potwierdza
postawionej tezy o wyzszosci komorek swiezych. Podobnie nie dostarcza jej
profil wydzielanej IL-6, co prawda nie indukuja jej ko-kultury hipokampa z
komorkami WJ oraz KM z 1-szego pasazu, w przeciwienstwie do komorek z
pasazu 4-tego, ale czy to jest dowdod na ich wyzszo$¢ neuroprotekcyjna,
trudno takiego dowodu sie doszukaé. Nasilong sekrecje w hodowlach z
uzyciem KM z 4-go pasazu, wobec pozostalych badanych populaciji
komoérkowych stwierdzono dla czynnikéw NGF beta, TGF beta, IL-2, IL-10,
FGF beta, IGF-1. Poza kontrowersyjna cytoking IL-2 nie uwazalbym takiej
konfiguracji za objawiajaca stabszy potencjal neuroprotekcyjny.

Podobnie  kontrowersyjne  wyniki  uzyskano dla  ko-kultur
analizowanych na przyktadzie wzorow ekspresji. W skrawkach hipokampa po
uszkodzeniu (OHC OGD) jedynymi genami cechujacymi sie wzrostem
ekspresji byly pro-apoptotyczne Bax i kaspaza 3! Natomiast stwierdzono
korelacje pomiedzy oddzialywaniem neuroprotekcyjnym przez swieze
komorki WJ a wzorem transkrypcji genow troficznych EGF, GDNF, VEGF,
FGF i wszystko byloby dobrze, gdyby nie nieoczekiwany wzrost ekspresji
genu Bax.

Autorki tej pracy, w tym habilitantka, nie potrafity odpowiednio
przedyskutowac uzyskanych przez siebie wynikow.

Moim zdaniem najbardziej konceptualnie dojrzala pracg (opublikowano
w Cell Transplantation, 2013;22:867-882) jest raport z uzyciem
enkapsulowanych ludzkich komorek mezenchymalnych, pozyskanych 2z
galarety Whartona (hUCMSC) i wprowadzonych do bioaktywnych i
biodegradowalnych rusztowan 3-D, ktére nastepnie implantowano do moézgu
szczurzego lub skrawkow szczurzego hipokampa — obie struktury mozgowe
byly celowo uszkadzane. Enkapsulowane ludzkie KM wykazywaly pewne
wlasciwosci funkcjonalne, ponad to powodowaly neutralnos¢ uktadu
immunologicznego, a nastepnie rysztowania ulegaly spontanicznej
biodegradacji nie powiekszajac okolicznego odczynu odpornosciowego.
Wykonywano 2 rodzaje rusztowan, opartego na dekstranie i lamininie oraz
zelatynie i lamininie. Rusztowania dostrajane byly do wielkosci komorek, w

zaleznosci od wielkosSci poréw, pozwalajac na swobodna ich kolonizacje.



Nastepnie izolowano KM sposrod tkanek galarety Whartona, i co wazne,
komorek nie pulowano, stanowily one odrebne zawiesiny pierwotne.
Zawiesiny hUCMSC poddawano charakterystyce cytometrycznej 1
immunocytochemicznej. Charakterystyka ta wykazata prawidlowy sklad
badanych populacji, jako CD133 i CD45 negatywnych oraz CD 90, CD 73 i
CD 44 pozytywnych. Oprocz tego potwierdzono cytochemicznie obecnosc
wimentyny, nestyny i beta tubuliny III. Nastepnie zweryfikowano strukture
poroéw oraz kolonizacje i zdolnosé¢ do proliferacji hUCMSC w rusztowaniach
dekstranowo-lamininowych oraz zelatynowo-lamininowych. Wykazano
wyzszo$¢ struktur zelatynowo-lamininowych. Struktury sieciowano przy
pomocy glutaraldehydu odkrywajac, ze geste sieciowanie sprzyjalo
stabilizacji mechanicznej rusztowania jak i dostosowujac wielkos¢ porow do
wielkosci komorek. Nastepnie udowodniono, ze w rusztowaniach, komorki w
trakcie 7-dmio dniowej inkubacji, zywo proliferowaly wykazujac obecnosc
markera Ki67 oraz marker zréznicowania neuropitelialnego — nestyny a takze
GFAP - wskazujacego na roznicowanie w kierunku gleju astrocytarnego. Po 2
tygodniach hodowli in vitro zaobserwowano obecnos¢ bardziej dojrzatych
markerow neuronalnych (MAP2) i glejowych (S100 beta). Stwierdzono, ze
biorusztowania zelatynowo-lamininowe byly plastyczne, i nie immunogenne
w odroéznieniu od polisacharydéw dekstranowych pochodzenia bakteryjnego.
Zywotnos¢ komorek w biorusztowaniach wynosita od 75-80%.

Nastepnie odpowiednio przygotowano struktury badanego OUN.
Oprocz tradycyjnego modelu skrawkow  hipokampa  uszkadzanych
deprywacja glukozy w warunkach hipoksyjnych (OHC OGD) implantacji
komorek poddawano poélkule mozgowe uszkadzane ouabaina. Nastepnie
prowadzono implantacje komérek w biorusztowaniach oceniajac stosowne
markery immnocytochemicznie oraz na obecnos$¢ aktywnych transkrypcji
charakterystycznych genéw markerowych.

Porownywano wzbudzenie odpowiedzi immunologicznej po implantacji
hUCMSC zaréwno w rusztowaniach dekstranowo-lamininowych jak i
zelatynowo-lamininowych do skrawkéw OHC OGD. Stwierdzono przy pomocy
immunofluorescencji znacznie wyzszy stopien kolonizacji komorek

pozytywnych na ED1 (makrofagi) oraz GFAP (pochodzenie astrocytarne) w



rusztowaniach dekstranowo-lamininowych w stosunku do Zelatynowych.
Dodatkowo wokol rusztowan DL wykryto znaczne liczby komorek
apoptotycznych i nekrotycznych. Astroglioza (cechowana obecnoscia markera
GFAP) byla znacznie nizsza w skrawkach hipokampa OHC OGD, gdy
komoérki mezenchymalne znajdowaly sie wewnatrz rusztowan. Jednoczesnie
stwierdzano oslabienie aktywnosci makrofagowo-mikroglejowej sledzac
ostabienie intensywnosci markeréow ED1, i Ibal w skrawkach OHC OGD po
implantacji hUBMSC otoczonych  biorusztowaniami w  otoczeniu
uszkodzonych  skrawkéw — kontrolnych — hipokampa.  Zaobserwowano
znamienne zmniejszenie aktywnosci mRNA dla genu kodujacego IL-6, w
stosunku do implantowanych rusztowan pustych, przy czym rusztowanie
zelatynowo-lamininowe aktywowalo gen IL-6 dwukrotnie stabiej, a ten z kolei
byt dwukrotnie slabiej ekspresjonowany stosujac MSC enkapsulowane w
zelatyno-lamininie.

Nastepnie zbadano efekt w stosunku do uszkodzonej ouabaina tkanki
mozgowe] stosujasc zawiesine hUBMSC oraz hUBMSC w rusztowaniach
zelatynowo-lamininowych. Reakcje te obserwowano w stosunku do
kontrolnych skrawkéw moézgowych jak 1 skrawkow uszkadzanych
przyzyciowo ouabaina. Rytm obserwacji polegal na wprowadzeniu do OUN
rusztowan pustych, zawiesin pierwotnych hUBMSC oraz rusztowan
zawierajacych hUBMSC. Barwienie wykonywano na obecnos¢ komorek
ludzkich (NuMa - specyficzne barwienie ludzkich jader komorkowych) oraz
obecnos¢ makrofagow ED1 i markera GFAP aktywacji gleju. (Stosowano
rownolegle barwienie obrazujace komorki ludzkie). W obu przypadkach, ale
zwlaszcza w stosunku do skrawkéw moézgowych uszkodzonych ouabaina,
najmniejsza aktywacje i obecnos¢ makrofagow oraz komorek gleju GFAP-
pozytywnych zaobserwowano stosujac enkapsulacje hUBMSC. Niewiele
komoérek hUBMSC pozostajacych w obrebie biorusztowan wykazywalo
obecnos¢ markeréw charakterystycznych dla prekursoréw astrocytarnych
(GFAP) czy oligodendrocytarnych (A285, 04). Jednak enkapsulowane
hUBMSC wprowadzaly zmiane do patofizjologii hodowli tkankowej mozgu,
byto tam zauwazalnie mniej infiltrujacych makrofagéw (identyfikowanych

przy pomocy ED1) w poréwnaniu do implantacji pustymi rusztowaniami.



Dochodzilo tez do utworzenia przestrzeni neuralnej wokot biorusztowan, w
ktérych aktywacja makrofagowo-glejowa byla wygaszona. Dodatkowo przy
pomocy zymografii in situ wykazano aktywnos¢  proteolityczna
metaloproteinaz 2 i 9 w skrawkach moézgowych uszkodzonych ouabaina a w
biorusztowaniach zelatynowych wypelnionych hUBMSC znaczaco wyzej niz
dla biorusztowan dekstranowych, co potwierdzalo wyzszosC rusztowan
opartych o biodegradowalny kolagen. W uszkodzonej tkance mozgowe]j
szczura obserwowano aktywnosc¢ metaloproteinaz wzmocniong
transplantacja hUBMSC enkapsulowanych zelatynowo, a aktywacja MMP-2
byla szczegolnie widoczna pomiedzy komoérkami otaczajacymi rusztowanie i
wewnatrz rusztowan. Rycina obrazujaca to zjawisko jest jednak nader
niejasno przedstawiona, podobnie jak i nastepna przedstawiajgca hUBMSC
po roztrawieniu rusztowan i brak jest przynajmniej strzalek objasniajacych
czytelnikowi zagmatwany obraz tkankowy. Niemniej na ryc. 7 zobrazowano
pojedyncze komorki CD 73 i CD 90-pozytywne w miejscu implantacji, w 10
dni po wprowadzeniu ich do skrawkow, a struktury rusztowania byly
zastepowane pozakomorkowa fibronektyna zaswiadczajaca o biodegradacji
rusztowan, ktora jak widac¢ nie wzbudzata odczynu odpornosciowego.
Pomijajac te niedoskonalosci techniczne, uwazam te publikacje za
najbardziej wartosciowa z calego cyklu, jakkolwiek funkcjonalnos¢ hUBMSC
nie zostala tu w pelni udokumentowana wobec fascynujacego modelu
uszkodzonych struktur OUN, ktéry mialby szanse by¢ dalej prowadzony w

warunkach in situ i/lub na zywych zwierzetach.

W efekcie w osiagnieciu, stanowiacym podstawe promocyjna dla
procedowania przewodu habilitacyjnego, dostrzegam dosy¢ luzno zwiazany ze
soba zbior publikacji przy kilku zmieniajacych sie uktadach modelowych
komorek macierzystych, tj. pozyskiwanych z krwi pepowinowej, szpiku
kostnego, galarety Whartona. W niektérych przypadkach wyciagane sa
wnioski nieprawidtowe, co w znacznej mierze dotyczy potencjalnego wplywu
neuroprotekcyjnego uzyskiwanego przy pomocy komorek pozyskiwanych z
galarety Whartona. Wydaje sie, ze wyniki nie potwierdzaja wczesniej przyjete;

tezy i wzdragal bym sie twierdzi¢, ze im komoérki mniej zréznicowane tym



lepiej. Wydaje mi sie rowniez, ze w $wietle listy publikacji przedstawione;j
przez habilitantke daloby sie wybra¢ znacznie bardziej spojny cykl prac.
Biorac pod uwage, jednak caly istotny dorobek publikacyjny habilitantki, w
tym fakt udzialu w 12 projektach badawczych (w 2 byla kierownikiem), a
takze aktywny udzial az w 143 doniesieniach zjazdowych, uczestnictwo w
miedzynarodowych projektach badawczych, dorobek dydaktyczny i
popularyzatorski a takze udzial w promowaniu mlodych pracownikow nauki
(4 magistrow) oraz tzw. promotorstwo pomocnicze w 3 dalszych przypadkach,
nalezy postrzega¢ kandydatke jako doswiadczonego i dojrzatego pracownika
naukowego. W dalszym aspekcie swojej kariery, habilitantka moze okazac sie
waznym ogniwem dydaktycznym i naukowym na niwie medycyny klinicznej,

nie stroniac od wspélpracy miedzynarodowe;j.

Reasumujac przedstawiona podstawa promocyjna wydaje sie by¢,
moim zdaniem, wystarczajaca w $wietle obowigzujacych przepisow i
wymogow dla dopuszczenia dr n. med. Anny Sarnowskiej do dalszych etapow
postepowania habilitacyjnego i taki wniosek przedktadam do Wysokiej Rady

Naukowej Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN w Warszawie.
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