WARSZAWSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY
MEDICAL UNIVERSITY OF WARSAW

Zaklad Medycyny Regeneracyjnej

Warszawa, 3 wrzesnia 2018 roku

Recenzja dorobku naukowo-dydaktycznego

doktor nauk medycznych Anny Otylii Sarnowskiej

Tytul  osiggniecia naukowego: ,,Analiza czynnikow  potegujacych wlasciwosci

regeneracyjne komérek macierzystych/progenitorowych stosowanych w terapii OUN”.

Dr n. med. Anna Otylia Sarnowska uzyskata w 2000 r. stopie magistra nauk biologicznych,
specjalnosé biotechnologia, na Wydziale Biologii, Uniwersytetu Warszawskiego. Réwnoczesnie
w 2002 r. kandydatka uzyskata tytut lekarza medycyny, na II Wydziale Lekarskim, Akademii
Medycznej w Warszawie. Nastepnie w 2007 r. obronita prace doktorska pt. ,,Mechanizmy
dziatania wybranych zwiazkéw neuroprotekcyjnych w uszkodzeniu ischemicznym neuronéw
sektora CAl hipokampa”, w Instytucie Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M.
Mossakowskiego, PAN — (promotor, prof. Krystyna Domanska-Janik) i otrzymata tytut doktora
nauk medycznych w zakresie biologii medycznej. W 2013 r. dr Sarnowska uzyskata tytut

specjalisty neurologa.

Habilitantka w latach 2000-2014 byla zatrudniona w Zakladzie Neurobiologii Naprawczej;
IMDiK PAN im. M. Mossakowskiego w Warszawie Jako asystent, a nastgpnie adiunkt. Od 2014
do chwili obecnej pracuje jako adiunkt w Pracowni Bioinzynierii Komérek Macierzystych;
IMDiK PAN im. M. Mossakowskiego w Warszawie oraz Jjednoczesnie jest kierownikiem
Platformy Badan Translacyjnych Medycyny Regeneracyjnej; IMDiK PAN im. M.
Mossakowskiego w Warszawie, W latach 2002-2003 zatrudniona byla jako stazysta w Szpitalu
CSK MSWiA ul. Wotoska, a od 2006 r. do chwili obecne;j jest starszym asystentem w Klinice
Neurologii i Epileptologii CMKP SPSK im. Prof. W. Orlowskiego w Warszawie.



Ocena aktywno$ci naukowej habilitantki

Dorobek habilitantki wg przediozonego do oceny autoreferatu oraz analizy biometrycznej
Biblioteki Centrum medycyny Doswiadczalne; i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego
Polskiej Akademii Nauk z 28 prac z listy Filadelfijskiej o lacznym wspélczynniku
oddziatywania 91,282 (649 punkty KBN/MNiSW), 1 rozdzialn w podrecznikach
migdzynarodowych oraz 3 rozdzialtbw w podrecznikach krajowych. Habilitantka
opublikowata réwniez 4 prace w pismach nie impaktowanych. Dorobek habilitantki sktada sie
rowniez z ze 163 streszczen ze zjazdow mig¢dzynarodowych i 6 ze zjazdow krajowych. Liczba
cytowan wedlug Web of Science Ciore Collection wynosi 611 (566 bez autocytowan) a
Indeks Hirscha = 14.

Dotychczasowy przebieg aktywnos$ci naukowo klinicznej habilitantki

Prac¢ naukowa dr n. med. Anna Otylia Sarnowska rozpoczgta w Instytucie Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN w Zakladzie Neurobiologii
Naprawczej w 2000r, po zakoficzeniu studiéw na Wydziale Biologii UW, bedac jednoczesnie
studentka na II Wydziale Lekarskim WUM. Celem nadrzgdnym prowadzonych
wowczas badan bylo poznanie mechanizméw opéznionej $mierci neurondéw oraz znalezienie
substancji o potencjale neuroprotekcyjnym w modelach przejsciowego niedokrwienia mézgu.
Badania te zaowocowaty rozprawa doktorska pt. »Mechanizmy dziatania wybranych zwigzkow
neuroprotekcyjnych na modelach uszkodzen ischemicznych neuronéw sektora CAl organotypowej
hodowli hipokampa szczura”. Badanie te dotyczyly m.in. opracowania modelu uszkodzenia
wolnorodnikowego i ekscytotoksycznego ex vivo na organotypowej hodowli skrawkow
hipokampa szczura, Na powyzszym modelu sprawdzano efekt neuroprotekcyjny wybranych
czynnikéw (cyklosporyna A, diazepam, minocykilna) oraz badano szlaki sygnatowe
zaangazowane w ich dziatanie. Badania dotyczace neuroprotekeji i mechanizméw aktywowanych
po epizodzie niedokrwienia mézgu sa nadal kontynuowane przez habilitantke, ktéra bada rézne
izoform kinaz biatkowych C (PKC) zwigzanych z mitochondriami w procesach prowadzacych do

poischemicznej eliminacji neuronéw.
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Nalezy podkresli¢, ze dr n. med. Anna Otylia Sarnowska od poczatku pracy w Medycyny
Dos$wiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN prowadzita do$wiadczenia dotyczace
zastosowania komoérek macierzystych/progenitorowych (KM) wyizolowanych z krwi

pepowinowej w chorobach neurodegeneracyjnych mézgu.

Po obronie doktoratu w 2007 r dr n. med. Anna Otylia Sarnowska odbyta roczny staz w ramach
stypendium im. Marii Curie-Sktodowskiej w Leibniz Institute for Neurobiology w Magdeburgu.
W trakcie stazu zdobyta doswiadczenie w izolacji, hodowli i charakterystyce mezenchymalnych
komérek macierzystych (MSC) izolowanych ze szpiku, metod biologii molekularnej oraz metod
obrazowania przezyciowego skrawkéw pobranych z tkanki nerwowej. Po powrocie do Zaktadu
Neurobiologii Naprawczej w roku 2009 habilitantka kontynuowata badania zwigzane z
otrzymywaniem MSC z réznych zrédel, jak réwniez nad sposobami ich réznicowania i
transplantacji. Prace te dotyczyly m.in. izolacji z heterogennej populacji MSC, subpopulacji
pluripotencjalnych komérek macierzystych poprzez modulowanie czynnikdw s$rodowiskowe

takich jak stezenie parcjalne tlenu oraz poréwnujac rozne metody izolacji komorek.

Habilitantka réwnolegle z prowadzeniem badan podstawowych, po zakonczeniu studidow
medycznych, w 2002 r rozpoczgta prace jako klinicysta a w 2013r. otrzymata tytut specjalisty
neurologa. Jako lekarz, spotykajacy sie na co dzien z pacjentami po udarach czy urazach mézgu
czgsto z duzym stopniem niepetnosprawnosci dazyta do wprowadzenia terapii komérkowej do
Kliniki. W 2015 roku, IMDiK PAN otrzymal dodatkowe fundusze przeznaczone na utworzenie
Platformy Badan Translacyjnych w zakresie Medycyny Regeneracyjnej (PBTMR), w ktérej
habilitantka objeta kierownictwo. We wspdtpracy z Klinika Neurochirurgii i Neurologii WUM
opracowane zostaty wstepne kryteria wlaczenia pacjentéw z ALS do eksperymentalnej terapii
regeneracyjnej z zastosowaniem mezenchymalnych komérek macierzystych izolowanych z tkanki
thuszczowej (ADRC-adipose derived stem cells), jak réowniez ustalono badania konieczne do

oceny bezpieczenstwa i efektywnosci zastosowane;j terapii.

Pracujac w Klinice Neurologii i Epileptologii CMKP oraz w IMDiK PAN dr n. med. Anna
Otylia Sarnowska prowadzita zajecia dydaktyczne z zakresu neurologii dla rezydentéw oraz z

zakresu neurobiologii dla doktorantéw. Byla réwniez opiekunem 3 prac magisterskich oraz



promotorem pomocniczym 2 prac doktorskich. Oprécz pracy naukowej bierze aktywny udziat w
propagowaniu wiedzy dotyczacej racjonalnego zastosowania komdrek macierzystych w terapii,
zarowno w trakcie popularnonaukowych spotkarn np. na Festiwalu Nauki, jak réwniez uczestniczy
w pracach towarzystw naukowych zwigzanych z wprowadzeniem terapii komérkowej do Kliniki
(ako sekretarz Zespotu ds. Terapii Komoérkowej Komitetu Neurologii PAN, oraz czlonek

Komitetu Naukowego migdzynarodowego towarzystwa ,,Neurorestoratology™).

W swojej dotychczasowej pracy habilitantka byta finansowana w ramach 10 polskich projektéw
badawczych finansowanych przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, Narodowe
Centrum Nauki i Narodowe Centrum Badah i Rozwoju. W dwéch z tych grantéw byla
kierownikiem, w dwdéch kolejnych (konsorcyjnych) osoba odpowiedzialng za jedno z zadan.

Kolejne 3 projekty, w ktérych byta wykonawca, miaty charakter miedzynarodowy.

Ocena cyklu 6 oryginalnych prac naukowych habilitantki, opublikowanych w
recenzowanych czasopismach, znajdujacych sie w bazie Journal Citation Reports (JCR), o
sumarycznym wspélczynniku oddziatywania IF = 23,174 punktacji MNiSW =163 i liczbie

cytowan = 62.

W pracach wymienionych ponizej, ktére wchodza w skiad odkrycia naukowego udziat doktor
nauk medycznych Anny Otylii Sarnowskiej byt wiodacy co jest potwierdzone listami
wspoétautorow.

1. Dabrowska S, Sypecka J, Jablonska A, Strojek L, Wielgos M, Domanska-Janik K, Sarnowska
A. Neuroprotective Potential and Paracrine Activity of Stromal Vs. Culture-Expanded hMSC
Derived from Wharton Jelly under Co-Cultured with Hippocampal Organotypic Slices. Mol
Neurobiol. 2017 Nov 13. IF: 6,190; MNiSW: 40; liczba cytowan: 0

2. Sypecka J, Koniusz S, Kawalec M, Sarnowska A. The organotypic longitudinal spinal cord
slice culture for stem cell study. Stem Cells Int. 2015;2015:471216. IF: 3,687; MNiSW: 20;

liczba cytowan: 1

3. Sarnowska A, Jablonska A, Jurga M, Dainiak M, Strojek L, Drela K, Wright K, Tripathi A,
Kumar A, Jungvid H, Lukomska B, Forraz N, McGuckin C, Domanska-Janik K. Encapsulation of
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mesenchymal stem cells by bioscaffolds protects cell survival and attenuates neuroinflammatory
reaction in injured brain tissue after transplantation. Cell Transplant. 2013;22 Suppl 1:567-82. IF:

3,570; NiSW: 35; licza cytowan: 8 \
|

4. Sypecka J, Sarnowska A. Heterogeneity of local tissue microenvironment influences

differentiation of oligodendroglial progenitors. Folia Neuropathol. 2013;51(2):103-10. IF: 1,667;

MNiSW: 20; liczba cytowan: 7

5. Sarnowska A, Braun H, Sauerzweig S, Reymann KG. The neuroprotective effect of bone
marrow stem cells is not dependent on direct cell contact with hypoxic injured tissue. Exp Neurol.

2009 Feb;215(2):317-27. IF: 3,914; MNiSW: 24; liczba cytowan: 37

6. Sarnowska A, Jurga M, Buzanska L, Filipkowski RK, Duniec K, Domanska-Janik K. Bilateral
interaction between cord blood-derived human neural stem cells and organotypic rat hippocampal

culture. Stem Cells Dev. 2009 Oct;18(8):1191-200. IF: 4,146; MNiSW: 24; liczba cytowan: 9

Terapia komoérkami macierzystymi OUN jest nadal w fazie poczatkowej 1 dlatego prace
prowadzone przez habilitantke maja szczegdlne znaczenie poznawcze. Poszukuje si¢ bowiem
optymalnej komérki macierzystej mogacej réznicowaé sie w tkanke nerwowa oraz $cierajg sie
tutaj rozne poglady, czesto warunkowane wzgledami patentowymi i komercyjnymi.
Komoérkami, ktére probuje si¢ stosowaé sg m.in MSC, ktére poprzez uwalnianie szeregu
czynnikOw dzialajg glownie parakrynnie na uszkodzone tkanki. Pomigdzy tymi komorkami
mogg si¢ takze znajdowaé bardzo rzadkie komérki o szerszym potencjale roznicowania niz
komorki MSC, ktére tak naprawde wg. obecnych zalecen powinno si¢ poprawnie nazywaé

komorkami mezenchymalnymi podscieliska (mesenchymal stroma cells).



Jak habilitantka przyznaje obecnie w badaniach klinicznych zastosowanie znalazly gtéwnie
MSC ze wzgledu na latwos¢ dostepu, brak kontrowersji etycznych oraz stosunkowo duze
bezpieczefistwo przeszczepéw, w tym réwniez allogenicznych. Habilitantka réwniez stusznie
podkresla dwuznaczno$¢ nazywania MSC komérkami macierzystymi oraz to, ze komorki
pozyskiwane ze szpiku kostnego, tkanki thuszczowej lub krwi pgpowinowej stanowia heterogenng
frakcj¢ stromalng (podscieliskowa) lub w przypadku krwi pgpowinowej subpopulacje
jednojadrzastych komérek. Mozliwo$¢ otrzymania droga dhugotrwatej selekcji pelnego
roznicowania neuralnego komérek jednojadrzastych krwi pepowinowe;j zostala wykazano po raz

pierwszy ponad 15 lat temu (Buzanska i wsp. 2002).

W przeprowadzonych badaniach wchodzacych w sktad odkrycia naukowego dr n. med. Anna

Otylia Sarnowska starata si¢ podja¢ nastepujace gtéwne zagadnienia badawcze dotyczace:

- Wplywu miejsca przeszczepu na przezycie, integracj¢ i migracje KM

- Wplywu czasu pomigdzy uszkodzeniem a transplantacja na przezycie, migracje i
integracj¢ KM z tkanka biorcy

- Wplywu wzajemnych oddzialywan pomiedzy przeszczepionymi KM a tkanka biorcy

- Wplywu mikrosrodowiska na ukierunkowanie roéznicowania i wlasciwosci
adjuwantowe przeszczepianych KM

- Wplywu naturalnej selekcji i zmian fenotypu komérek MSC w czasie hodowli na

stopief ich zréznicowania i wlasciwosci regeneracyjne

Wplyw miejsca przeszczepu na przezycie, integracje i migracje KM. Badania habilitantki
koncentrowaly si¢ gléwnie na ocenie przeszczepéw progenitoréw neuralnych wyprowadzonych z
krwi pgpowinowe;j transplantowane na tkanke hipokampa w postaci zawiesiny pojedynczych
komérek (HUCB-NSC), Ilub w postaci neurosfer (wielokomoérkowych — agregatéw
niezréznicowanych NSC), pozyskanych w pozywce wolnej od surowicy in vitro (N-HUCB).
Uzyskane wyniki wykazaty, ze zachowanie komérek po transplantacji bylo silnie zalezne od
regionu histologicznego, w ktéry zostaly podane. KM przeszczepione jako zawiesina
pojedynczych komoérek lub podane w postaci neurosfer, migrowaty z DG w kierunku CA (region
bogaty w neurony), wykorzystujac naturalne szlaki wiokien typowe dla endogennego ruchu
neuroblastow. Osiagajac region CA, roéznicowaly si¢ i wiaczaly w istniejaca cytoarchitekture
tkanki. Przeciwnie, komorki transplantowane jako neurosfery do regionu EC pozostawaty

niezrznicowane (spoczynkowe) przez caly okres naszej obserwacji.
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Wplyw czasu pomigdzy uszkodzeniem a transplantacja na przezycie, migracje i integracje
KM z tkanka biorcy. Habilitantka wykazala, ze MSC posiadaja silne dziatanie
neuroprotekcyjne zwigzane gléwnie z dziataniem adjuwantowym, nie wymagajacym
bezposredniego kontaktu z uszkodzong tkankg. Mechanizm neuroprotekcyjny wywolywany przez
transplantacj¢ MSC rézni si¢ od opisywanego fizjologicznego mechanizmu neuroprotekeji opartej
na oddziatywaniu mikrogleju, ktéry wymaga bezposredniego kontaktu komorka-komérka z
neuronami w niedotlenionej tkance (Neumann i wsp. 2006). Obserwowany efekt terapeutyczny
wydaje si¢ nie by¢ warunkowany stopniem zréznicowania neuronalnego podawanych komérek
terapeutycznych. Jednoczesnie ponownie udowodniono, ze w celu odbudowy sieci neuronalnej
niezbedne jest pozyskanie subpopulacji komérek o silnych wiasciwosciach do réznicowania w

kierunku neuralnym.

Wplyw wzajemnych oddzialywan pomiedzy przeszczepionymi KM a tkanka biorcy.
Habilitantka wykazata, ze w celu odbudowy sieci neuronalnej niezbedne jest pozyskanie
subpopulacji komorek o silnych wiasciwosciach do réznicowania w kierunku neuralnym. Taki
potencjal moga naby¢ réwniez komérki MSC pod wptywem odpowiedniej zmiany Srodowiska.
Podsumowujac, habilitantka wykazata, ze MSC posiadaja silne dziatanie neuroprotekcyjne
zwigzane gléwnie z dzialaniem adjuwantowym, nie wymagajacym bezposredniego kontaktu z
uszkodzona tkanka. Mechanizm neuroprotekcyjny wywotywany przez transplantacje MSC rézni
si¢ od opisywanego fizjologicznego mechanizmu neuroprotekcji opartej na oddziatywaniu
mikrogleju, ktéry wymaga bezposredniego kontaktu komoérka-komérka z neuronami w

niedotlenione;j tkance.

Wplyw mikrosrodowiska na ukierunkowanie réznicowania i wlasciwosci adjuwantowe
przeszczepianych KM. Uzyskane przez habilitantke wyniki wskazuja na istotne réznice w
ekspresji kluczowych czynnikéw wplywajacych na biologie prekursoréw neuralnych w réznych
regionach OUN. Wykazana lokalna niejednorodno$é tkanek powinna by¢ brana pod uwage przy
planowaniu terapii komorkowych. Celem badan bylo réwniez dobranie optymalnego,
bioaktywnego szkieletu oraz wplyw na efekt neuroprotekcyjny wywotany przez zasiedlajace
szkielet MSC izolowane z galarety Whartona (WJ-MSC). Stworzenie dla komérek podtoza do

proliferacji i réznicowania si¢ oraz zapewnienie bariery dla ukfadu immunologicznego jak



wykazata habilitantka wzmocnito efekt neuroprotekcyjny i przeciwzapalny WJ-MSC, co silnie

korelowato z lepszym przezyciem przeszczepu.

Wplyw naturalnej selekcji i zmian fenotypu komérek MSC w czasie hodowli na stopien ich
zréznicowania i wlasciwosci regeneracyjne. Pomimo intensywnie prowadzonych badan nad
wykorzystaniem KM w terapiach rekonstrukcyjnych, tylko w niewielu schorzeniach narzagdowych
(i to z wykluczeniem mézgu) udato sie udowodnié funkcjonalng integracje przeszczepu z
tkankami biorcy oraz udziat transplantowanych MSC w odbudowie uszkodzonego narzgdu.
Habilitantka wykazata, z2 KM majg potencjalne zdolnosci do odbudowy uszkodzonych sieci
neuralnych. Niemniej jednak o ile w srodowisku ex vivo mozemy te oddziatywania obserwowaé i
czgsciowo kontrolowaé, o tyle in vivo nadal nie dysponuje si¢ takimi mozliwo$ciami. Dzieje sie
tak m.in. ze wzgledu na brak zaawansowanych technik przyzyciowego znakowania i obserwacji

komoérek podawanych pacjentom przez dhuzszy czas po przeszczepie.

Podsumowanie

Podsumowujac stwierdzam, ze dorobek naukowy doktor nauk medycznych Anny Otylii
Sarnowskiej jest nowatorski w skali krajowej i wystarczajacy do ubiegania si¢ o uzyskanie
tytutu naukowego doktora habilitowanego nauk medycznych. Co zasluguje na szczegdlne
podkreslenie habilitantka potrafi skutecznie taczy¢ rozlegla wiedze z dobrym warsztatem
doswiadczalnym oraz co zastuguje na szczegélne uznanie z praktyka kliniczna. W zwiazku z
tym przedkladam wniosek Radzie Naukowej Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i
Klinicznej im. M. Mossakowskiego, PAN w Warszawie o dopuszczenie doktor nauk

medycznych Anny Otylii Sarnowskiej do dalszych etapow przewodu habilitacyjnego.

Z wyrazami szacunku

Prof. dr hab. med. d. hc Mariusz Z. Ratajczak

Zakigdu Medycyny Re, neracyjnej
_yd arskiego



