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Temat rozprawy doktorskiej: ,, Wplyw cytrynianu sildenafilu na aktywnos¢ komorek NK krwi obwodowej
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kobiet z nawracajgcymi poronieniami” - opiekun naukowy prof. dr hab. n. med. Matgorzata Jerzak,
Wojskowy Instytut Medyczny, Panstwowy Instytut Badawczy (WIM PI1B) w Warszawie.

17.09.2001 — nadanie tytutu magistra biologii w zakresie Biologii Ogolnej, specjalno$¢ Immunologia,
Zaktad Immunologii Uniwersytetu Warszawskiego (UW)

Temat pracy magisterskiej: ,,Degranulacja bazofili pod wplywem alergenéw - Ocena ekspresji
czgsteczki CD63” - opiekun prof. dr n. biol. Nadzieja Drela

2001 — nadanie tytutu Inspektora Ochrony Radiologicznej przez Panstwowa Agencje Atomistyki (PAA)
2005 - nadanie tytutu Diagnosty Laboratoryjnego przez Krajowg Izbe Diagnostow Laboratoryjnych

(KIDL), nr prawa wykonywania zawodu 07017.

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub artystycznych.

2021 — obecnie — Adiunkt, Zaktad Immunologii Klinicznej, WUM

2010 - 2021 — Asystent, Zaktad Immunologii Klinicznej, WUM

2001 - 2020 - Diagnosta laboratoryjny, Szpital Kliniczny Dzieciatka Jezus, Uniwersyteckie Centrum
Kliniczne WUM

2001 — 2010 — Pracownik naukowo-techniczny - Zaktad Immunologii Klinicznej, WUM

4. Omowienie osiagnieé, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018

r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6zn. zm.).

4.1. Ogoélne dane naukometryczne dotyczace dorobku z calej kariery zawodowej na podstawie
analizy bibliometrycznej:

Liczba publikacji zatwierdzonych przez WUM - 37

Laczny IF - 104,591; Liczba punktoéw MNiSW - 2196

Liczba cytowan = 748 (WoS); index Hirscha = 13
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Przed doktoratem Po doktoracie

IF MNiISW | IF MNiSW
Oryginalne prace pelnotekstowe 20,34 210 67,327 1706
Opisy przypadkéw - - 0,918 15
Prace pogladowe - - 7,998 65
Publikacje pelnotekstowe w suplementach | - - 8,200 200
czsasopism
Suma 20,348 210 84,443 1986

Tab.1. Zbiorcze przedstawienie analizy bibliometrycznej.

4.2. Tytul osiggniecia naukowego: Okreslenie mechanizmu immunomodulacyjnego dziatania
cytrynianu sildenafilu (SC) na uktad immunologiczny kobiet z niewyjasnionymi nawracajgcymi
poronieniami (unexpleined Recurrent Pregnancy Loss, URPL). Okreslenie roznic w odpowiedzi
immunologicznej pacjentek z URPL, kobietami cigzarnymi oraz wielorodkami. (Zaburzenia

regulacji immunologicznej w nawracajgcych poronieniach)

4.2.1. Lista publikacji naukowych wchodzacych w sktad cyklu naukowego

W sktad mojego cyklu habilitacyjnego wchodzi 7 publikacji: 6 prac oryginalnych oraz 1
pogladowa, opublikowanych w latach 2015-2024, o sumarycznym IF 26,95 oraz 695 pkt.
MNISW, w tym 17,5 IF oraz 415 pkt. MNiSW z prac oryginalnych. We wszystkich pracach
pelitam role autora korespondencyjnego, a w przypadku 5 jestem pierwszym autorem.
Wigkszos¢ prac do cyklu powstalo w ramach projektu finansowanego przez Narodowe
Centrum Nauki (NCN), ktorego bytam kierownikiem i gltownym badaczem. Dwie prace z cyklu
powstaty podczas badan studenta Szkoly Doktorskiej WUM prowadzonych pod moim
nadzorem.

CykKl obejmuje nastepujace publikacje:

1.Kniotek M, Boguska A.S. Sildenafil Can Affect Innate and Adaptive Immune System in Both
20174541958.

Experimental Animals and Patients, Journal of
https://doi.org/10.1155/2017/4541958, kwartyl - Q2, IF = 4,9, 140 pkt. MNiSW

Immunology Research,
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2. Ohams M, Jerzak M., Gorski A. Effects of sildenafil citrate and etanercept treatment on

TNF-a levels in peripheral blood of women with recurrent miscarriage, Ginekologia polska,
2015, (86)7: 520-4. doi:10.17772/gp/57823, kwartyl Q4, IF= 0,69, 15 pkt. MNiSW

3. Kniotek M, Roszczyk A, Zych M, Szafarowska M, Jerzak M. Differences in the Expression
of KIR, ILT Inhibitory Receptors, and VEGF Production in the Induced Decidual NK Cell
Cultures of Fertile and RPL Women, BioMed Research International vol. 2021 6673427. 4
May. 2021, doi:10.1155/2021/6673427, kwartyl-Q2, IF= 2,46, 20 pkt. MNiSW4.

4. Kniotek M, Roszczyk A, Zych M, Wrzosek M, Szafarowska M, Zagozdzon R, Jerzak M.
Sildenafil Citrate Downregulates PDE5A mRNA Expression in Women with Recurrent
Pregnancy Loss without Altering Angiogenic Factors-A Preliminary Study, Journal of Clinical
Medicine vol. 10,21 5086. 29 Oct. 2021, doi:10.3390/jcm10215086, kwartyl Q2, IF = 4,96, 140
pkt. MNiSW

5. Kniotek M, Zych M, Roszczyk A, Szafarowska M, Jerzak MM. Decreased Production of
TNF-o and IL-6 Inflammatory Cytokines in Non-Pregnant Idiopathic RPL Women
Immunomodulatory Effect of Sildenafil Citrate on the Cellular Response of Idiopathic RPL
Women. Journal of Clinical Medicine wvol. 10,14 3115. 15 Jul. 2021,
d0i:10.3390/jcm10143115, kwartyl - Q2, IF = 4,964, 140 pkt MNiSW

6. Zych M, Roszczyk A, Filip Dabrowski,_Kniotek M, Radostaw Zagozdzon, Soluble Forms

of Immune Checkpoints and Their Ligands as Potential Biomarkers in the Diagnosis of
Recurrent Pregnancy Loss—A Preliminary Study, 1JMS, vol. 25,1 499. 29 Dec. 2023,
d0i:10.3390/ijms25010499, kwartyl -Q1, IF = 4, 140 pkt MNiSW

7. Zych, M., Kniotek, M., Roszczyk, A., Dabrowski, F., Jedra, R., Zagozdzon, R. Surface

Immune Checkpoints as Potential Biomarkers in Physiological Pregnancy and
RecurrentPregnancy Los, 1IJMS, vol. 25,17 9378. 29 Aug. 2024, doi:10.3390/ijms25179378,
kwartyl - Q1, IF =4,91, 140 pkt. MNiSW
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4.2.2. Omowienie celu naukowego i osiagnietych wynikow w/w prac oraz ich ewentualnego
wykorzystania

Wprowadzenie
Problem nawracajgcych poronien

Poronienia nawykowe staty sie problemem spotecznym 0 duzej skali. W Polsce kazdego
roku $rednio rejestrowane jest 340 tysiecy cigz sposrod ktorych ok. 5% zostanie utraconych w
wyniku nawracajacych poronien (ang. recurrent pregnancy loss, RPL), czyli ok.17 tysigcy z
nich zostanie utraconych [1]. Zjawisko nawracajacych utrat cigz ma znaczacy wplyw na
wspotczynnik dzietnosci w Polsce, ktory wynosi obecnie 1,17, 1 jest jednym z najnizszych w
Europie [2].
Wedlug Amerykanskiego Towarzystwa Medycyny Rozrodu (American Society of
Reproductive Medicine), nawracajace / nawykowe poronienia (ang. Recurrent Pregnancy Loss,
RPL) definiuje si¢ jako straty co najmniej dwoch cigz. Natomiast definicja Europejskiego
Towarzystwa Rozrodu i Embriologii Cztowieka (European Society of Human Reproduction
and Embryology, ESHRE) uznaje RPL jako co najmniej 3 poronienia przed 12 tygodniem
trwania cigzy, oraz 2 poronienia miedzy 12 a 20 tygodniem trwania cigzy, W tym samym
uktadzie partnerskim. Klinicznie RPL wg ESHRE podzielono na wczesne - RPL do 12 tygodnia
cigzy oraz pozne - pojawiajace si¢ migdzy 13 a 21 tygodniem cigzy [4,5]. W moich badaniach
przyjetam definicj¢ RPL wg wytycznych ESHRE dla wczesnych poronien i takie pacjentki byty
kwalifikowane do badan opisanych w pracach. W przewazajacej wigkszosci badania byty
prowadzone u pacjentek, u ktorych uptyneto co najmniej 6 miesigey od ostatniego poronienia,
wigc samo traumatyczne zdarzenie nie powinno mie¢ wptywu na parametry immunologiczne
(prace nr 2, 3, 4,15 z cyklu). W przypadku publikacji 6 i 7 przedstawionych w cyklu, do badan
wykorzystano surowice¢ krwi oraz krew obwodowa pobrang od pacjentek bezposrednio po
poronieniu (do 72 h od poronienia), kobiet cigzarnych (do 13 tygodnia cigzy), oraz wielorédek

(kobiety po co najmniej jednej fizjologicznej cigzy bez powiktan w jej przebiegu).

Cigza jako pot-przeszczep (ang. semi - allograft)

Z punktu widzenia immunologii, cigza jest szczegdlnym zjawiskiem, gdyz plod
eksprymuje na swojej powierzchni antygeny gtownego uktadu zgodnosci tkankowej (HLA)
zarowno od matki, jak i od ojca. Ze wzgledu na taka unikalng ekspresje, ptod jest czesto
okreslany jako potprzeszczep (ang. semi-allograft). By cigza rozwingta si¢ prawidtowo i
zakonczyta fizjologicznym porodem, muszg zosta¢ uruchomione mechanizmy tolerancji uktadu

immunologicznego matki na antygeny ptodowe. Sam pt6éd wptywa na aktywacj¢ mechanizmow
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tolerancji poprzez wydzielanie hormonow, np. gonadotropiny kosmowkowej (B-hCG), oraz
pecherzykow zewnatrzkomorkowych (ang. extracellular vehicles, EVs), zawierajacych biatka
oraz antygeny HLA-G [6]. Organizm matki dynamicznie zmienia swodj profil hormonalny, a
hormony plciowe bezposrednio wplywaja na aktywacj¢ limfocytdow oraz uczestniczg w
dojrzewaniu limfocytow T. Subpopulacje limfocytow T, w tym limfocyty pomocnicze CD4
(Th), podlegaja modulacji przez estrogeny. Niskie stezenia estrogenow sprzyjaja odpowiedzi
komorkowej zaleznej od limfocytow Thl, zarowno w macicy, jak i in vitro, m.in. poprzez
zwiekszong produkcje IFN-y, natomiast wysokie stezenia estrogenow tg odpowiedz hamuja.
[lo§¢ oraz roznicowanie limfocytow T regulatorowych (Treg) sa réwniez kontrolowane i
indukowane przez estrogeny. Progesteron natomiast utrzymuje homeostaz¢ immunologiczna,
réwnowazac odpowiedzi Th1/Th2 oraz Th17/Treg wspierajgc tym samym rozwoj tolerancji
matczyno-ptodowe;j [7]. Limfocyty T pod wptywem progesteronu produkuja czynnik hamujgcy
indukowany przez progesteron (ang.progesterone induced blocking factor, PIBF), ktory
promuje immunoregulacyjng odpowiedz typu Th2, ostabia aktywnos$¢ komoérek NK i
cytotoksycznych limfocytow T [7]. Trofoblastyczne EVs stymuluja wydzielanie 1L-10, co
dodatkowo wspiera dominacj¢ odpowiedzi Th2 [5]. Przesunigcie odpowiedzi immunologicznej
w kierunku prozapalnej Thl, wzmozona aktywacja komorek cytotoksycznych, oraz zaburzenie
rownowagi Treg/Th17 sa uznawane za kluczowe mechanizmy immunologiczne lezace u

podtoza nawracajacych poronien [6,7].

Cytrynian sildenafilu w leczeniu nieptodnosci i zaburzen cigzy

Cytrynian sildenafilu, inhibitor fosfodiesterazy typu 5 (PDE5), jest lekiem znanym gtéwnie z
leczenia zaburzen erekcji u m¢zczyzn, jednak znalazt rowniez zastosowanie w leczeniu
niektorych przypadkoéw nieptodnosci oraz zaburzef ukrwienia tozyska u kobiet. Jego
Mechanizm dziatania opiera si¢ na rozszerzaniu naczyn krwiono$nych poprzez zwigkszenie
stezenia cyklicznego guanozynomonofosforanu (cGMP), co prowadzi do relaksacji migsni
gladkich w $cianach naczyn krwiono$nych i poprawy przeptywu krwi w niektérych

narzadach, w tym macicy i tozysku [8,9].

Zastosowanie SC w leczeniu nieplodnosci
W leczeniu nieptodnosci sildenafil znalazt zastosowanie przede wszystkim u pacjentek z
nieprawidlowym rozwojem endometrium, zwlaszcza w ramach procedur wspomaganego

rozrodu (ang. assisted reproduction, ART). Cienkie endometrium (<7 mm) jest czynnikiem
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ryzyka niepowodzenia implantacji zarodka. Sildenafil podawany dopochwowo lub doustnie
moze poprawia¢ perfuzje macicy oraz prowadzi¢ do zwigkszenia grubosci endometrium i jego
receptywnosci [9,10]. W badaniach Sher i wsp.[8], jak i w naszym, Jerzak et al. [9],
zastosowanie dopochwowe sildenafilu u pacjentek z cienkim endometrium prowadzito do jego
pogrubienia oraz wzrostu wskaznika cigz klinicznych [8,9]. Inne badania potwierdzity poprawe
parametrow endometrium, cho¢ nie wszystkie wykazaty istotny wptyw SC na koncowy wynik
leczenia IVF [11]. Mechanizm dzialania SC obejmuje lokalne rozszerzenie naczyn tgtnic
macicznych, co zwigksza przepltyw krwi i wspomaga odpowiedz btony $luzowej macicy na
stymulacj¢ hormonalng [10]. SC byl réwniez badany jako potencjalny lek poprawiajacy
ukrwienie lozyska w przypadku wewnatrzmacicznego zahamowania wzrostu ptodu (ang.
intrauterine growth restriction, IUGR) oraz w niewydolnos$ci tozyska. Jego stosowanie miato
na celu zmniejszenie oporu naczyniowego w tetnicach macicznych i poprawe przeptywu krwi
w krazeniu maciczno-tozyskowym [10]. W ramach mig¢dzynarodowego badania STRIDER
(Sildenafil Therapy In Dismal Prognosis Early-onset Intrauterine Growth Restriction)
oceniano wptyw doustnego SC na przebieg cigzy z cigzka postacig [IUGR. Badanie w osrodkach
w Wielkiej Brytanii i Nowej Zelandii nie wykazato istotnej poprawy przezywalno$ci ptodow,
a jego holenderska czg$¢ zostala przerwana przedwczesnie z powodu zwigkszonego ryzyka
nadci$nienia plucnego i zgonéw noworodkow [13,14]. Wyniki te sktaniajg do duzej ostroznosci
w rozwazaniu stosowania SC w ciazy i wskazuja na konieczno$¢ dalszych badan klinicznych.
Majac na uwadze powyzsze dane o teratogennym dziataniu SC na ptéd, w moich badaniach lek
byl stosowany u pacjentek przed poczeciem jako globulki dopochwowe lub w badaniach in
vitro w hodowlach komorkowych.

Wybor leku do badan wynikat m.in. z wezesniejszych wynikoéw uzyskanych w ramach mojej
pracy doktorskiej, ktore wskazywaty na immunomodulacyjne wlasciwosci SC W szczegolnosci
wykazatam, ze SC obnizal aktywno$¢ komorek NK u pacjentek z idiopatycznymi
nawracajgcymi poronieniami (uRPL) in vitro i in vivo oraz modulowat stezenie cytokiny
prozapalnej TNF-a. Uzyte stezenie leku w badaniach 400 ng/ml odpowiada maksymalnemu

stezeniu leku po podaniu dawki doustnej 50 mg [1].
4.3.2. Grupa badana

Do badan byly kwalifikowane pacjentki z trzema lub wigcej poronieniami naturalnymi jak i po
interwencji in vitro, wg definicji nawracajacych poronien ESHRE.
Grupe kontrolng w moich badaniach stanowily zdrowe kobiety z przynajmniej 1 cigza

fizjologiczna, zakonczong fizjologicznym porodem, nazywane w artykutach wielorodkami. W
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2 ostatnich pracach cyklu pobierano réwniez krew od zdrowych ciezarnych kobiet w 13
tygodniu cigzy fizjologiczne;.

U wszystkich pacjentek, kobiet ciezarnych oraz wielorodek, wykonano dopochwowe badania
ultrasonograficzne, pomiedzy 3 a 5 dniem cyklu miesigczkowego (przed poczeciem), aby
wykluczy¢ zmiany anatomiczne i1 morfologiczne macicy, endometrium 1 przydatkow.
Wszystkie kobiety zostaty przebadane i inne przyczyny RPL (hormonalne, anatomiczne,
mikrobiologiczne czy genetyczne) zostaty wykluczone. Do badan zostaty wybrane kobiety w
wieku rozrodczym oraz wskaznikiem BMI w normie.

Ogodtem w ramach badan do w/w publikacji przebadanych zostato 80 pacjentek z RPL oraz 80

wielorodek i 20 kobiet cigzarnych.
4.3.3. Oméwienie wynikow prac

Publikacja 1

Kniotek M, Boguska A. Sildenafil Can Affect Innate and Adaptive Immune System in Both
Experimental Animals and Patients, Journal of Immunology Research, 20174541958.
https://doi.org/10.1155/2017/4541958

Indywidualny procentowy wktad w powstanie pracy oceniam na 70%: Moja rola w powstaniu
publikacji polegata na wyselekcjonowaniu literatury i informacji do pracy przegladowej oraz
napisaniu pierwszej i ostatecznej wersji manuskryptu oraz ztozeniu jego ostatecznej wersji do
czasopisma.

Immunomodulujace dziatanie SC sugerowano w pracach dotyczacych chordb
autoimmunologicznych i neurologicznych. Praca opisuje strukture i dziatanie SC. Lek ten
dziata on poprzez blokowanie rozktadu cyklicznego monofosforanu guanozyny (cGMP),
konkurujac o miejsce wigzania z PDESA. cGMP jest przekaznikiem wtornym, ktory aktywuje
kinazy biatkowe i1 petni rol¢ regulatora przewodnictwa kanaléw jonowych, glikogenolizy oraz
apoptozy komodrkowe;j. Inhibitory PDES znalazly szerokie zastosowanie w rdznych dziedzinach
medycyny, takich jak kardiologia, nefrologia, urologia, dermatologia, onkologia i ginekologia.
W pracy pokazatam, iz skuteczno$¢ leczenia SC wigze si¢ z jego dzialaniem
immunomodulujacym. Sildenafil wptywat na procesy angiogenezy, aktywacj¢ ptytek krwi,
proliferacje regulatorowych limfocytow T oraz produkcje¢ prozapalnych cytokin 1
autoprzeciwciatl [15]. Dziatanie sildenafilu moze si¢ r6zni¢ w zaleznosci od tego, czy jest
stosowany u ludzi, czy zwierzat. Karakhanova i wsp., wykazali, ze SC ma rozne efekty na uktad
odpornosciowy u samcoéw i samic myszy [15]. Sugeruje to wrazliwos$¢ na lek w zalezno$ci od

zmian hormonalnych. W modelach przedklinicznych leczenia raka trzustki potaczenie
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inhibitora PDE-5 z immunoterapig prowadzito do przeprogramowania komorek mieloidalnych
i zwigkszenia aktywnoSci limfocytow T, co skutkowatlo poprawa odpowiedzi
przeciwnowotworowej [16]. W przypadku raka ptaskonablonkowego przeprowadzono badanie
kliniczne z tadalafilem [10,17]. Inhibitory PDE-5 wykazuja potencjat szczegdlnie w kontekscie
terapii nowotworowych. Ich zdolno$¢ do zmniejszania immunosupresji w mikrosrodowisku
guza 1 wspierania aktywnosci limfocytow T uczynita je obiecujacymi kandydatami do terapii
skojarzonej z innymi formami immunoterapii. Jednakze niezbg¢dne sa dalsze badania kliniczne
w celu petnego poznania mechanizméw dzialania oraz opracowania optymalnych strategii
terapeutycznych, co stanowi jeden z elementow moich badan.

Powyzsza publikacja t0 jeden z pierwszych przegladéw aktualnych informacji na temat

dziatania sildenafilu na uktad odpornosciowy ludzi oraz zwierzat laboratoryjnych.

Publikacja 2
Ohams M, Jerzak M., Gorski A., Effects of sildenafil citrate and etanercept treatment on
TNF-a levels in peripheral blood of women with recurrent miscarriage, Ginekologia Polska
vol. 86,7 (2015): 520-4. doi:10.17772/gp/57823
Indywidualny wklad w publikacje oceniam na 60%: Moja rola polegata na przeprowadzeniu
oceny stezenia TNF-o w surowicy pacjentek, wykonaniu analiz wynikow (w tym analizy
statystycznej), oraz przygotowaniu manuskryptui zlozeniu jego ostatecznej wersji do
czasopisma.
Celem pracy bylo poréwnanie wptywu terapiiSC oraz etanerceptem na produkcje TNF-a w
grupie pacjentek z uRPL .
Etanercept jest dimerycznym rozpuszczalnym receptorem TNF-a. Jest to biatko chimeryczne
stanowigce potaczenie domeny Fc ludzkiej IgG1 oraz receptora 2 ludzkiego TNF-TNFR2/p75,
wigzacej si¢ z zewnatrzkomorkowymi ligandami. Etanercept podawany byt 2 razy w tygodniu,
podskornie po 4 dawki po 25 mg. Natomiast SC podawano 4 razy dziennie w globulkach
dopochwowych po 200 mg. Leki podawane byly pacjentkom przed poczeciem, od 3-6 dnia
cyklu miesigczkowego. Czas podania wykluczal ewentualne skutki teratogenne lekow na plod.
Probki krwi obwodowej do badan poziomu stezenia TNF-a w surowicy byly pobierane migdzy
16 a 25 dniem cyklu rozrodczego w fazie lutealnej, w szczytowym punkcie produkcji
progesteronu, i przynajmniej 10 dni od zastosowania terapii. Poziom cytokiny w zebranych
probkach okreslalam metoda Elisa.
Uzyskane wyniki: Pacjentki, ktore byly kwalifikowane do leczenia etanerceptem, przed terapia

wykazywaly istotnie podwyzszony poziom TNF- a w pordwnaniu do wielorodek.
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Etanercept istotnie obnizat stezenie TNF-o w surowicy pacjentek.
Poziom TNF-a u pacjentek z uRPL zakwalifikowanych do leczenia SC nie réznit si¢ od
poziomu tej cytokiny oznaczanego w surowicy wielorodek. Podanie dopochwowo SC
podwyzszato poziom TNF-o w surowicy krwi obwodowej pacjentek z URPL do analogicznych
poziomow uzyskanych u pacjentek po terapii biologicznej entanerceptem. (zatgczniki:
publikacja 2, Tab.1. str.523)
Na podstawie przeprowadzonych badan moglam sformutowac nastepujace wnioski:
. Kobiety z uRPL wykazujg zaburzenia immunologiczne, manifestujgce si¢
podwyzszonym stezeniem TNF-a w surowicy, zwlaszcza w podgrupie pacjentek
kwalifikowanych do terapii etanerceptem.
. Etanercept skutecznie 1 istotnie obniza poziom TNF-a, co potwierdza jego
potencjat jako leku modulujacego nieprawidtowa odpowiedz zapalng u pacjentek z
uRPL. Wynik ten podkresla, ze neutralizacja TNF-o moze by¢ obiecujacy strategia
terapeutyczng w tej grupie chorych.
o Pacjentki zakwalifikowane do terapii SC nie roznity si¢ wyjsciowym poziomem
TNF-0 od zdrowych wielorodek, co wskazuje, ze nadprodukcja TNF-a nie jest
dominujagcym mechanizmem immunologicznym w catej populacji uRPL — dotyczy
raczej wybranej podgrupy pacjentek.
o Dopochwowe podanie SC podwyzszato poziom TNF-a, jednak — co istotne —
jego ostateczny poziom odpowiadal wartosciom obserwowanym u pacjentek po
leczeniu etanerceptem. Sugeruje to, ze lek ten nie dziata immunosupresyjnie per se, lecz
moze modulowa¢ lokalno-systemowy mikrosrodowiskowy stan zapalny.
o SC i etanercept— mimo odmiennego mechanizmu dziatania — prowadzity do
wyrownania stezenia TNF-a w kierunku warto$ci obserwowanych w cigzy prawidtowe]
(u wielorddek). Zjawisko to wskazuje, ze zarowno terapia biologiczna (anty-TNF), jak
i terapie poprawiajace perfuzje i funkcj¢ blony $luzowej macicy (np. SC), moga
korygowac zaburzong rownowage cytokinowa u czesci pacjentek z uRPL.
Badanie podkresla znaczenie personalizacji leczenia uRPL, poniewaz rézne podtypy pacjentek
(z podwyzszonym vs. prawidlowym poziomem TNF-0) moga wymaga¢ odmiennych strategii

terapeutycznych.
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Publikacja 3

Kniotek M, Roszczyk A, Zych M, Szafarowska M, Jerzak M, Differences in the Expression of
KIR, ILT Inhibitory Receptors, and VEGF Production in the Induced Decidual NK Cell
Cultures of Fertile and RPL Women, Biomed Res Int. 2021 May 4;2021:6673427.
Indywidualny wklad procentowy w powstanie pracy oceniam na 60%. Moja rola polegata na
sformulowaniu hipotezy badawczej, zdobyciu funduszy na badania (grant NCN),
przeprowadzeniu przeksztatcenia obwodowych komoérek NK w doczesnowe, przeprowadzeniu
badan cytometrycznych ekspresji receptorow KIR, interpretacji wynikow, przygotowaniu
manuskryptu oraz jego poprawe wg uwag recenzentow i ztozeniu jego ostatecznej wersji do
czasopisma.

Cele badawcze przedstawione w pracy to:

1. Zbadanie wptywu SC na komorki doczesnowe idNK,

a) Ocena ekspresji receptoréw hamujacych KIR,

b) Ocena produkcji czynnika angiogennego VEGF-A przez idNK,

c) Oznaczenie toksycznosci leku dla komorek idNK.

Opis badania:

Aby otrzyma¢ komorki doczesnowe NK pacjentek z RPL, izolowatam obwodowe komorki
pbNK o fenotypie CD56"CD3, a naste¢pnie przeksztatcatam je w doczesnowe komorki idNK
metodg opisang przez Cadeira i wsp. [17]. Pod wptywem hipoksji, czyli atmosfery 94% N2, 5%
CO2 1% O2 i w odpowiednim medium hodowlanym opartym na podiozu Opti-MEM,
uzupelionym rekombinowanymi ludzkimi cytokinami IL-15 i TGF-B oraz s$rodkiem
hipometylujacym DNA (5-Aza-2'-deoksycytydyna), komérki ppNK o fenotypie CD45"CD3
CD56CD16"" przeksztatcatam w komorki indukowane doczesnowe NK (idNK) o fenotypie
CD45'CD3 CD56""CD16™. Nastepnie badatam metoda cytometrii przeptywowej zmiany w
ekspresji receptorow KIR waznych w procesie utrzymania cigzy: KIR2DL1 (CD158a),
NKG2A (CD159a), ILT2 (CD85j) i ILT-4 (CD85d).

Zebrane supernatanty znad hodowli poshuzyly do oznaczenia stgzenia czynnika
srodblonkowego wzrostu (ang. Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF-A). Stezenie
VEGF-A w supernatantach hodowlanych oceniatam metoda ELISA.

Ewentualny cytotoksyczny wptyw SC na komorki idNK ocenitam badajac stopien apoptozy i
nekrozy idNK po barwienia aneksyng oraz jodkiem propidyny (analiza cytometryczna).
Uzyskatam nastepujace wyniki:

a) Ocena receptoréw KIR:

10
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KIR2DL1 (CD158a) - na komoérkach idNK byt istotnie obnizony u pacjentek z uRPL w
poréwnaniu do grupy kontrolnej. SC nieznacznie wptywat na jego podwyzszenie w grupie RPL,
natomiast znaczaco w grupie wielorodek.
NKG2A (CD159a) - SC w stezeniu 400 ng/ml istotnie zwigkszal ekspresjc NKG2A na
komorkach idNK u pacjentek z RPL.
NKG2A/KIR2DL1 - ko-ekspresja receptoréw hamujacych na komérkach RPL idNK znaczgco
wzrosta po hodowli uzupetionej SC.
ILT-2 (LILR-1, CD85j) - Ekspresja receptora ILT-2 (CD85j) byta znacznie obnizona na
komorkach idNK u pacjentek z uRPL (zatgczniki: publikacja 3, Fig.1. str.5)

b) Ocena stezenia VEGF-A:
Supernatanty z hodowli idNK pacjentek z RPL zawieraty nizsze stezenia $rodbtonkowego
czynnika wzrostu w porownaniu do stgzen w hodowlach idNK wielorodek (zataczniki:
publikacja 3, Fig.3. str.6.).

c) Apoptoza/Nekroza idNK
Nie zaobserwowatam zmian w odsetku komorek idNK z wczesng | pdzng apoptoza lub nekroza

w hodowlach z SC w poréwnaniu do hodowli bez leku (zataczniki: publikacja 3, Fig.2. str.6)

Whioski z wynikow pracy:

e SC promuje dojrzewanie oraz immunoregulacyjny fenotyp idNK.
Zaobserwowalam, ze SC zwigksza ekspresje kluczowych receptorow hamujacych KIR, w tym
KIR2DL1 oraz NKG2A, przywracajac ich poziom w kierunku warto$ci obserwowanych u
wielorodek. Jest to istotne, poniewaz obnizenie ekspresji tych receptorow wiaze si¢ zardwno z
uRPL, jak i ze stanami dysfunkcji tozyska, w tym stanem przedrzucawkowym [18].

e SC zwigksza ko-ekspresje¢ NKG2A/KIR2DL1 na idNK u pacjentek z uRPL.
Populacja idNK podwodjnie dodatnich dla NKG2A/KIR2DL1 jest odpowiedzialna za
wydzielanie znacznych ilosci IFN-y i prawidtowy przebieg implantacji [19]. Jej niski poziom
wigzano z niepowodzeniem rozrodu. Zwigkszenie odsetka tej populacji po zastosowaniu SC
sugeruje dzialanie wspierajace prawidtowg transformacje doczesnowa i rozwoj tozyska.

e Komorki idNK pacjentek z uRPL wykazywatly obnizong ekspresje KIR2DL1 oraz ILT
2, zgodnie z danymi literaturowymi dotyczacymi dysfunkcji uNK w patologiach implantacji 1
wczesnej cigzy [19,20]. Potwierdzitam zaburzenia immunofenotypu idNK w uRPL.

e SC nie wplywal istotnie na wydzielanie VEGF-A przez idNK.
Stezenia VEGF-A w supernatantach z hodowli z SC nie r6znity si¢ od hodowli kontrolnych, co

11
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jest zgodne z wynikami innych autoréw 1 wskazuje, ze immunomodulujacy efekt SC nie jest
mediowany przez modulacj¢ angiogenezy idNK.

e SC nie wywiera cytotoksycznego  dziatania na  komoérki  idNK.
Analiza apoptozy i nekrozy (barwienie Annexin V / PI) wykazata brak réznic migdzy
hodowlami z SC 1 bez leku. Potwierdza to bezpieczenstwo SC w odniesieniu do zywotnosci
komorek doczesnowych NK.

Podsumowujac, SC wspiera prawidlowe dojrzewanie i1 funkcje idNK oraz promuje ich
hamujacy, tolerogenny fenotyp, ktory moze chroni¢ implantacje i wczesng cigzg poprzez
ograniczenie cytotoksycznego rozpoznania trofoblastu. Efekty te moga mie¢ znaczenie w
zapobieganiu nieprawidtowej odpowiedzi immunologicznej prowadzacej do uRPL lub powiktan
tozyskowych, takich jak stan przedrzucawkowy. Bardzo wazny jest brak cytotoksycznego

wplywu SC na komorki uktadu immunologicznego.

Publikacja 4

Kniotek M, Roszczyk A, Zych M, Wrzosek M, Szafarowska M, Zagozdzon R, Jerzak M,
Sildenafil Citrate Downregulates PDE5A mRNA Expression in Women with Recurrent
Pregnancy Loss without Altering Angiogenic Factors - A Preliminary Study, J Clin Med.
2021 Oct 29;10(21):5086.

Indywidualny wklad w publikacje oceniam na 50%. Moja rola polegata na sformutowaniu
hipotezy badawczej, zdobyciu funduszy na badania, przeprowadzeniu hodowli
transformujacych komorki NK, przygotowaniu komorek do izolacji RNA, ocenie st¢zenia
czynnikow angiogennych w hodowlach, wykonaniu analizy statystycznej wynikéw, ich

interpretacji, przygotowaniu manuskryptu i ztozeniu jego ostatecznej wersji do czasopisma.

Cele badawcze przedstawione w pracy to:
a) Ocena wptywu SC na ekspresje czynnikow angiogennych waznych w tworzeniu naczyn
spiralnych i rozwoju tozyska w czasie cigzy: VEGF-A, PIGF, RENB, IL-8 oraz PDE-5.
b) Ocena aktywnosci komoérek idNK

Badania na zwierzetach i ludziach wykazaty kluczowa role VEGF-A w utrzymaniu
unaczynienia ptodu i tozyska, a zmniejszona ekspresja VEGF-A byla zwigzana z wadliwa
embriogenezg 1 utratg ptodu. W czasie cigzy VEGF-A jest niezbedny do proliferacji komoérek
trofoblastu oraz rozwoju unaczynienia matczyno-zarodkowego w macicy [10,21]. VEGF-A
odgrywa nadrzedng rolg w procesie angiogenezy i przebudowy naczyn krwionosnych w czasie

cigzy [10,21,].
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Czynnik wzrostu tozyska (ang. Placental Growth Factor, PIGF) wraz z VEGF jest
odpowiedzialny za przemiany naczyniowe w trakcie tworzenia tozyska. PIGF nalezy do
rodziny czynnikéw wzrostu $rddblonka naczyniowego. Odgrywa kluczowa role w
angiogenezie podczas tworzenia lozyska. Wykorzystuje do przekazania sygnatu receptory dla
VEGF, (VEGFR), stymulujac proliferacj¢ i migracj¢ komorek $rodbtonka [10, 22]. Warto$ci
SFIt-1/PIGF u kobiet ze stanem przedrzucawkowym sa wskazywane jako wartosci
diagnostyczne [24]. PIGF ulega ekspresji w komodrkach endometrium, tozyska i trofoblastu,
bierze udziat w dojrzewaniu komoérek NK macicy. Wykazano, ze doczesnowe komodrki NK
wykazuja wyzszg ekspresje PIGF w cigzach fizjologicznych w poréwnaniu z cigzami
wysokiego ryzyka [25].

Natomiast uktad renina—angiotensyna (RAS) odgrywa kluczowa role w regulacji ci$nienia
tetniczego, objetosci osocza oraz perfuzji narzadowej, w tym maciczno-tozyskowej, co jest
szczegoblnie istotne w czasie cigzy. W fizjologicznej cigzy obserwuje si¢ wzrost aktywnosci
zaréwno krazacego, jak i tkankowego RAS, co wspiera adaptacj¢ uktadu krazenia matki oraz
angiogeneze 1 rozwoj tozyska [26,27].

Inny czynnik angiogenny badany przez mnie to interleukina 8 (IL-8). 11-8 zostata powiagzana z
nawracajacymi stratami cigzy 1 moze odgrywac role zarowno we wczesnych, jak i pdznych
powiktaniach cigzy [27].

Blokowanie enzymu PDE-5 przez SC posrednio zwigksza poziom tlenku azotu (NO) w
tkankach. Okreslono, iz NO mediuje aktywnos$¢ cytotoksyczng komorek NK, a inhibitory
syntezy NO ostabiajg zdolno$¢ komorek NK do zabijania komorek docelowych [28].

W badaniu uzyskatam nastepujace wyniki:

a) Ocena ekspresji genow
PDE-5 — ekspresja genu dla fosfodiesterazy typu 5 idNK byta istotnie nizsza po hodowli z SC
u kobiet z nawracajagcymi utratami cigzy uRPL (Ryc.1),
VEGF-A — tendencja do nizszej ekspresji genu w idNK kobiet z uRPL w poréwnaniu do idNK
wielorodek. Brak efektu SC.
PIGF - tendencja do nizszej ekspresji genu u kobiet z uRPL w poréwnaniu do idNK wielorodek.
SC nie wptywat na to zjawisko.
RENB - poziom ekspresji genu byt podobny dla komorek idNK wielorodek oraz kobiet uRPL
przed i po hodowli z SC.
IL-8 - ekspresja genu dla tej cytokiny nie wykazywata roznic przed i po hodowli z SC, jednakze

u kobiet z uRPL wykazano tendencj¢ do $redniej wyzszej ekspresji IL-8.
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b) Ocena aktywnosci idNK
Nie wykazatam zmian w aktywnos$ci komorek idNK zarowno po hodowli z SC, jak i po dodaniu
inhibitora syntazy tlenku azotu (L-NMMA), mierzong stopniem degranulacji NK czyli
pojawieniem si¢ czgsteczki LAMP-1 (CD107a) na btonie komérkowej idNK po 4-godzinnej
stymulacji PMA/jonomycyna w obecnosci monensysny.
Na podstawie przeprowadzonych badan mogtam sformutowac nast¢pujace wnioski:
o SC obniza ekspresje PDE5SA w komorkach idNK pacjentek uRPL (rycina 1, str. 6 w
zalaczonej publikacji 4).
Zaobserwowatam istotne obnizenie poziomu transkryptu PDESA po hodowli z SC, szczegdlnie
wyrazne w grupie uRPL. Wynik ten wskazuje, ze komorki idNK kobiet z niewyjasniong utrata
cigzy sa bardziej wrazliwe na dziatanie SC niz komorki idNK wielorodek. Efekt ten potwierdza
bezposrednie dziatanie SC na szlak NO/cGMP poprzez regulacje ekspresji PDE-5.
J Zmniejszona ekspresja genéw VEGF-A i PIGF w komorkach idNK pacjentek z uRPL
potwierdza zaburzenia angiogenezy charakterystyczne dla tej grupy.
W badaniu wykazano tendencj¢ do nizszej ekspresji VEGF-A oraz PIGF u pacjentek z uRPL w
stosunku do zdrowych wielorddek, co jest zgodne z wczesniejszymi wynikami dotyczacymi
poziomu biatka VEGF-A oraz danymi literaturowymi o ostabionym profilu angiogennym w
URPL.
o SC nie wptywat na ekspresje genéw dla czynnikow angiogennych VEGF-A, PIGF,
RENB oraz IL-8 w komoérkach idNK.
Wynik ten pokazuje, Ze dziatanie SC na komorki idNK nie odbywa si¢ poprzez modyfikacje
ich profilu angiogennego. Zarowno czynniki zwigzane z rozwojem naczyn (VEGF-A, PIGF),
elementy lokalnego uktadu renina—angiotensyna (RENB), jak i cytokina proangiogenna IL-8
nie reagowaty na SC zmiang ekspresji genoéw.
o IL-8 wykazywala tendencj¢ do wyzszej ekspresji u pacjentek z uRPL, niezaleznie od
dzialania SC. Moze to odzwierciedla¢ stan przewlektej aktywacji immunologicznej w uRPL,
zgodnie z doniesieniami wskazujacymi na rolg IL-8 w patogenezie poronien nawracajacych
[29].
. SC nie wplywa na  aktywnos¢ cytotoksyczng ~ komodrek  idNK.
Zarowno SC, jak 1 inhibitor NO (L-NMMA) nie zmienialy stopnia degranulacji (ekspresji
CD107a) idNK po stymulacji. Sugeruje to, ze SC nie moduluje bezposrednio potencjatu
cytotoksycznego idNK wobec komorek docelowych.

WhioskKi:
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SC dziala na komorki idNK przede wszystkim poprzez regulacje szlaku PDE-
5/NO/cGMP, bez wplywu na ich funkcje angiogenne czy cytotoksyczne.
Dane te wspieraja hipoteze, zgodnie z ktora efekty SC obserwowane u pacjentek z uRPL moga
wynika¢ przede wszystkim z jego wplywu na perfuzj¢ maciczng 1 funkcje komorek
doczesnowych, a nie z bezposredniej modulacji angiogenezy czy aktywnos$ci cytotoksycznej

1dNK.

Publikacja 5

Kniotek M, Zych M, Roszczyk A, Szafarowska M, Jerzak MM, Decreased Production of TNF-
a and IL-6 Inflammatory Cytokines in Non-Pregnant Idiopathic RPL Women.
Immunomodulatory Effect of Sildenafil Citrate on the Cellular Response of Idiopathic RPL
Women, Journal of Clin Medicine 2021 Jul 15;10(14):3115

Indywidualny wklad w powstanie publikacji okreslam jako 60%. W pracy tej sformutowatam
hipoteze¢ badawczg, zdobytam fundusze na badania, prowadzitam hodowle komorek
jednojadrzastych krwi obwodowej (ang. peripheral blood mononuclear cells; PBMC) z SC
oznaczatam odsetek komodrek NKT, stezenia cytokin w supernatantach hodowlanych,
analizowatam 1 interpretowatam wyniki wszystkich badan, przygotowalam manuskrypt, oraz
ztozytam jego ostateczng wersje do czasopisma.
Celem badania byta ocena wptywu SC na produkcje cytokin krwi obwodowej pacjentek z uRPL
oraz zdrowych wielorédek oraz analiza populacji komorek regulatorowych Treg/Thl7 i NKT .
W pracy analizowano:
1. Stezenia cytokin pro- i przeciwzapalnych (TNF-a, IL-6, IL-2, I1L-12p40,
IL-4, IL-10, IL-17, IL-21, TGF-B, IFN-y) w supernatantach 48-godzinnych hodowli
PBMC stymulowanych PMA/jonomycyna + SC.
2. Odsetek kluczowych populacji limfocytéw uczestniczacych w tolerancji
immunologicznej:
a. Th17 (CD4+CD25+IL-17A+),
b. Treg (CD4+CD25++FOXP3+),
C. NKT (CD3+CD56+CD44+CD161+).
Wyniki uzyskane w badaniu:
1. Profil cytokin u kobiet z uRPL $§wiadczy o immunologicznym wyczerpaniu (ang.
immunological exhaustion).

Stwierdzono istotnie:
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. obnizong produkcj¢ cytokin prozapalnych TNF-a i IL-6 (zataczniki:
publikacja 5, Ryc.1, str. 6)
o podwyzszone stgzenia cytokin przeciwzapalnych TGF-, (publikacja 5,
Ryc.1, str. 7)
Wskazuje to na przesunigcie rownowagi immunologicznej w kierunku nadmiernego
profilu supresyjnego.
2. SC czesciowo przywracat odpowiedz prozapalng PBMC pacjentek z uRPL.
Po 48-godzinnej ekspozycji PBMC na SC (400 ng/ml) obserwowano:
J wzrost stezenia TNF-a,
o tendencje¢ do zwigkszenia wydzielania IL-6,
. zwiekszenie wytwarzania IL-10, (publikacja 5, Ryc.3, str.8)
Oznacza to jednoczesng aktywacj¢ osi wczesnej odpowiedzi zapalnej 1 tagodzaca regulacje
immunologiczng.
3. SC moduluje réwnowage Th17/Treg w kierunku populacji IL-17A"/FOXP3" (tzw.
,plastic T cells”).
4. Profil Treg/Thl7 pacjentek z UuRPL potwierdza zaburzenia regulacji
immunologicznej. U kobiet z uRPL wykazano:
o wyzszy odsetek Treg,
. niezmieniony odsetek limfocytow Th17 (publikacja 5, Tab. 2, str. 9)
5. SC nie wptywa na populacj¢ komorek NKT.
Odsetek komorek NKT:
J nie roznit si¢ pomiedzy pacjentkami a wielorodkami,
o nie ulegat zmianie po ekspozycji PBMC na SC (publikacja 5, Tab. 2, str.
10)

Na podstawie przeprowadzonych badan mogtam sformutowac¢ nastgpujace wnioski:
e Kobiety z niewyjasnionymi poronieniami nawracajacymi wykazuja cechy
immunologicznego wyczerpania, przejawiajace si¢ obnizong produkcja TNF-a 1 IL-6
oraz podwyzszonym stezeniem cytokin przeciwzapalnych (TGF-B, IL-10).
Profil ten moze utrudnia¢ wywotanie fizjologicznej, kontrolowanej odpowiedzi
zapalnej niezbednej w fazie implantacji.
e CS czesciowo przywraca zdolnos¢ PBMC do odpowiedzi prozapalnej, zwigkszajac

produkcje TNF-a, jednocze$nie wzmacniajgc szlaki regulacyjne (I1L-10). Wskazuje to
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na immunomodulujgce dziatanie SC, polegajace na normalizacji odpowiedzi
prozapalno-tolerogenneyj.

e SC zwieksza odsetek populacji CD4"CD25'FOXP3*IL-17A", co $wiadczy O
podwyzszonej plastyczno$ci limfocytow CD4*. Komorki te 1gczg wilasciwosci
regulatorowe 1 efektorowe, a ich obecno$¢ w s$rodowisku implantacyjnym moze
sprzyja¢ prawidtowej reakcji zapalno-tolerogennej.

e Podwyzszony odsetek Treg w uRPL odzwierciedla przewlekte pobudzenie osi
supresyjnej, co jest zgodne z wysokim poziomem TGF-f. Zaburzenie rownowagi
Th17/Treg moze by¢ jedna z immunologicznych przyczyn uRPL.

e Brak zmian w populacji NKT sugeruje, ze SC nie wplywa bezposrednio na ten typ
komoérek, a réznice opisane w innych badaniach moga dotyczy¢ s$rodowiska
endometrium, a nie krwi obwodowe;j.

e Zwigkszona produkcja TNF-a po zastosowaniu SC moze wspiera¢ implantacje¢, zgodnie
z obserwacja, ze prawidlowa, przejSciowa odpowiedz zapalna w wczesnej cigzy jest

konieczna dla tworzenia tozyska.

Wyniki moich badan, przedstawione w powyzszych 4 pracach, sugerujg wyciszenie uktadu
odporno$ciowego w grupie badanych pacjentek z uRPL, co powigzatam ze zjawiskiem
wyczerpania limfocytdow i mechanizmem regulacji dziatania uktadu immunologicznego
poprzez tzw. punkty kontroli immunologicznej (ang. Immune Checkpoints, 1CPs), ktorych
ekspresja jest nasilona na powierzchni limfocytow aktywowanych 1 tzw. wycienczonych
komorkach T (ang. exhausted T cells). ICPs sg szeroko badane, opisywane i stosowane w
immunoterapii nowotworow. Dlatego postanowiliSmy zbada¢ zmiany ekspresji ICPs u kobiet
Z URPL.

Publikacja 6
Zych M, Roszczyk A, Dgbrowski F, Kniotek M, Zagozdzon R. Soluble Forms of Immune

Checkpoints and Their Ligands as Potential Biomarkers in the Diagnosis of Recurrent
Pregnancy Loss-A Preliminary Study. Int J Mol Sci. 2023 Dec 29;25(1):499. doi:
10.3390/ijms25010499. PMID: 38203670; PMCID: PMC10779235

Indywidualny wklad w powstanie publikacji oceniam na 30%: Bylam odpowiedzialna za

sformulowanie hipotezy badawczej, analiz¢ 1 interpretacj¢ wynikdéw, przygotowanie
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manuskryptu, jego poprawienie zgodnie z uwagami recenzentow, oraz zlozenie ostatecznej

wersji do czasopisma.

Celem pracy byto oznaczenie st¢zen rozpuszczalnych punktéw kontroli immunologicznej (ang.
soluble immune checkpoints, sICPs) w surowicy u trzech grup kobiet:

- kobiet cigzarnych (n=20),

- zdrowych wielorodek niebedacych w cigzy (n=10),

- pacjentek z URPL (bezposrednio po poronieniu) (n=20).

Punkty kontrolne uktadu odpornosciowego (ICP) odgrywaja kluczowa role w
utrzymaniu réwnowagi funkcjonalnej komorek immunokompetentnych. Sa to czasteczki
odpowiedzialne za regulacje aktywnos$ci réznych populacji komorek uktadu odpornosciowego.
Do czasteczek o dziataniu hamujacym zaliczajag si¢ m.in. PD-1/PD-L1 (czasteczka
programowanej $mierci, ang. programmed death protein), CTLA-4 (antygen cytotoksyczny
limfocytow T, ang. cytotoxic T-Lymphocyte antigen 4), TIM-3 (immunoglobulinowa i
mucynowa czasteczka zawarta w limfocycie T, typ 3; ang. T-cell immunoglobulin and mucin-
domain containing-3), VISTA ( immunoglobulinowy supresor aktywacji limfocytow T w
domenie V, ang. V-domain Ig suppressor of T cell activation) TIGIT (immunoreceptor
limfocytow T z domenami immunoglobulinowg i ITIM, ang. T cell immunoreceptor with Ig
and ITIM domains) oraz LAG-3 (gen aktywacji limfocytow typu 3, ang. Lymphocyte Activation
Gene-3), jak i receptor dla TIM-3 eksprymowany przez trofoblast — Galektyna — 9 (Gal-9, ang.
Galectin-9). Po zwiazaniu ze swoimi ligandami, czasteczki te przekazuja sygnaty hamujace do
aktywowanych komorek, co prowadzi do indukcji stanu anergii lub szlaku apoptotycznego.
Prawidlowe dziatanie czasteczek hamujacych aktywacj¢ uktadu immunologicznego chroni
organizm przed nadmierng odpowiedzia na patogeny oraz zapobiega rozwojowi chorob
autoimmunologicznych. Podobne mechanizmy regulacyjne sa aktywowane w przebiegu
fizjologicznej cigzy w stosunku do trofoblastu.

Wyniki uzyskane w badaniu:
W surowicy pacjentek z uRPL zaobserwowalismy:
1. Istotnie obnizone stezenia w poréwnaniu z warto$ciami oznaczonymi u kobiet ci¢zarnych:

. sGalectin-9,

o STIM-3,

o sCD155 (ligand dla TIGIT),

2. Podwyzszone stezenia:
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. SLAG-3
LAG-3 jest eksprymowany m.in. na Treg i odgrywa kluczowg role w indukcji tolerancji. Jego
podwyzszone stezenie moze by¢ zjawiskiem kompensacyjnym, odpowiadajacym na niski
poziom innych czasteczek hamujacych.
3. Poziomy sCD155:
o znaczgco podwyzszone u kobiet ci¢zarnych (co jest zgodne z fizjologicznym
wyciszeniem cytotoksycznosci w cigzy),
. sCD155 dla uRPL byly zblizone do wartosci oznaczonych w surowicy
wielorodek (zatgczniki: publikacja 6, Ryc.2-7, str. 5-7)
Whioski przedstawione w publikaciji:

e Pacjentki z uRPL wykazuja charakterystyczne zaburzenia w  profilach
immunologicznych punktow kontrolnych, obejmujace obnizenie kluczowych sICPs
odpowiedzialnych za tolerancj¢ wezesnej cigzy (sTIM-3, sGal-9, sCD155).

e Najsilniejszym sygnatem deregulacji jest istotnie obnizony poziom sGal-9, czasteczki
produkowanej przez trofoblast i fibroblasty endometrium, ktora:

a. hamuje komorki NK,
b. wygasza odpowiedzi Thl i CD8",
c. wspiera indukcj¢ IL-10 i TGF-B, co sprzyja rozwojowi Treg.
Jej niski poziom moze wskazywac¢ na niewystarczajacg indukcje tolerancji matczyne;.

e Niskie poziomy pary ICP Gal-9/TIM-3 sg niekorzystne, poniewaz ich interakcja hamuje
cytotoksycznos¢ komoérek NK, indukuje ekspresje IL-10 i TGF-f koniecznych do
dojrzewania Treg, i wspiera eliminacj¢ limfocytow Thl i CD8+.

Obnizenie Gal-9 i TIM-3 moze odzwierciedla¢ uposledzong regulacj¢ w interfazie matczyno-
ptodowej, sprzyjajaca utracie cigzy.

e Obnizone poziomy ligandow dla TIM-3 i TIGIT sugeruja, ze u pacjentek z URPL szlaki
regulacji cytotoksycznosci sg stabiej aktywowane niz w fizjologicznej cigzy.

e Podwyzszone stezenie sLAG-3 u kobiet z uRPL moze stanowi¢ mechanizm
kompensacyjny w odpowiedzi na spadek innych sICPs.

e Uposledzenie regulacji ekspresji punktow kontroli immunologicznej moze przyczyniac
si¢ do patologicznej aktywacji komoérek NK/NKT oraz braku wlasciwej odpowiedzi

tolerogennej, co potencjalnie przyczynia si¢ do nawracajacych poronien.
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Publikcja7
Zych, M., Kniotek, M., Roszczyk, A., Dgbrowski, F., Jedra, R., Zagozdzon, R. (2024). Surface

Immune Checkpoints as Potential Biomarkers in Physiological Pregnancy and Recurrent

Pregnancy Loss. International Journal of Molecular Sciences, (2024)25(17), 9378.

Indywidualny wklad w powstanie publikacji oceniam na 35%: Bytam odpowiedzialna za
analiz¢ 1 interpretacj¢ wynikow, przygotowanie manuskryptu, poprawienie manuskryptu

zgodnie z uwagami recenzentow, oraz ztozenie jego ostatecznej wersji do czasopisma.

Celem pracy bylo okreslenie ekspresji ICPs na kluczowych populacjach limfocytow u
pacjentek z uRPL do 72 godzin od utraty cigzy. Analizowane populacje obejmowaty:

- limfocyty T (CD3*CD4" oraz CD3*CD8"),

- limfocyty Th (CD3*CD4"),

- limfocyty Tc (CD3"CD8"),

- limfocyty regulatorowe Treg (CD4*CD25**CD127*oW),

- komoérki NK (CD3 CD16*CD56""),

- komérki NKT (CD3*CD16*CD56*").

Ekspresje ICPs oznaczano metoda cytometrii przeptywowe;.

ICPs limfocytéw moduluja aktywacje i1 funkcje¢ komorek poprzez hamowanie szlakdéw
cytotoksycznych, indukcje tolerancji oraz wsparcie powstawania komorek regulatorowych. W
kontekscie cigzy kluczowe znaczenie majg m.in.:

PD-1, zapewniajacy wygaszanie nadmiernej odpowiedzi Thl i cytotoksycznej CD8",

LAG-3, silnie zwigzany z aktywno$cig supresyjng Treg,

TIM-3, ktorego ligandem jest trofoblastowa Galektyna-9,

TIGIT, kontrolujacy aktywacje komorek NK i NKT,

VISTA, dziatajaca podobnie do PD-1 i CTLA-4.

Prawidtowe funkcjonowanie tych szlakéw jest niezbedne dla tolerancji
immunologicznej matki wobec pot-allogenicznego ptodu.
Uzyskane wyniki przedstawione w publikacji:

1. Ekspresja PD-1 i LAG-3 byla istotnie obnizona na komorkach pacjentek z uRPL

Spadek ekspresji PD-1 i LAG-3 zaobserwowano w wigkszosci badanych populacji

limfocytdéw, szczegodlnie:

a. nalimfocytach T CD4" i CD8",
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b. naTreg,
¢. nakomorkach NK oraz NKT.

Zjawisko to jest zgodne z wczesniejszymi obserwacjami literaturowymi wskazujacymi, ze u

kobiet z uRPL obnizona jest ekspresja PD-L1 w doczesnej (zat. publikacja 7, Ryc. 1 oraz Ryc.
3,str. 719).

2. Ekspresja TIM-3 byta obnizona na limfocytach Treg, Th, Tc oraz komdrkach NK (zat.
publikacja 7, Ryc. 2, str.8).

3. TIGIT — zréznicowany wzor ekspres;ji (zat. Publikacja 7, Ryc. 4, str. 10)

a. podwyzszona ekspresja TIGIT na komorkach NK 1 NKT,
b. obnizona ekspresja TIGIT na limfocytach T (CD4*, CD8" i Treg.

4. Ekspresja VISTA byta podwyzszona na komérkach NK (zat. Publikacja 7, Ryc. 5, str. 11)

Whioski wynikajace z powyzszych badan:

Pacjentki z uRPL wykazuja zaburzenia ekspresji membranowych punktow kontroli
immunologicznej na limfocytach T, Treg, oraz na komérkach NK i NKT — odmienng
od wzorca fizjologicznej ciazy. Szczegolnie istotne jest obnizenie ekspresji PD-1, TIM-
3 1 LAG-3, kluczowych dla wygaszania odpowiedzi cytotoksycznej, redukcji
aktywnosci Thl, oraz proliferacji i przezycia Treg.

Niska ekspresja PD-1/PD-L1 moze prowadzi¢ do niewystarczajacego wygaszania
odpowiedzi Th1, zwigkszonej cytotoksycznosci wobec komorek trofoblastu, oraz utraty
tolerancji na granicy matczyno-ptodowe;j.

TIM-3 jest kluczowy dla hamowania cytotoksycznosci komorek NK oraz eliminacji
limfocytow Thl. Jego obnizona ekspresja moze zaburza¢ sygnalizacje¢ tolerogenng
TIM-3/Gal-9, produkcje IL-10 i TGF-B, jak rowniez dojrzewanie i funkcje Treg. Jest to
zgodne z wynikami badania sICPs, gdzie wykazaliémy znacznie obnizone poziomy
rozpuszczalnych TIM-3 oraz Gal-9 w surowicy pacjentek z uRPL.

W fizjologiczne]j cigzy LAG-3* Treg sa szczegoOlnie licznie obecne w doczesnej i
wykazuja silng aktywno$¢ supresyjng. Obnizony odsetek LAG-3* Treg u pacjentek z
uRPL moze prowadzi¢ do niewystarczajacej ochrony ptodu przed cytotoksycznoscia
limfocytow CD8".

Zwiekszenie ekspresji TIGIT na NK/NKT moze powodowac¢ ich nadmierng supresje w

obecnosci ligandu CD155. Uwzgledniajac wezesniejsze wyniki sICPs u pacjentek z uRPL

(nizszy poziom SCD155 niz u cigzarnych), mozna przypuszczac, ze szlak TIGIT nie jest

21



690
691
692
693
694
695
696
697
698
699
700
701
702
703
704
705
706
707
708
709
710
711
712
713
714
715
716
717
718
719
720
721
722

prawidlowo roéwnowazony 1 moze dochodzi¢ do nieprawidlowego hamowania

cytotoksycznosci.

e Wazrost ekspresji VISTA, czasteczki o dziataniu zblizonym do PD-1 i CTLA-4, moze
dodatkowo hamowaé¢ aktywno$§¢ komorek NK, obniza¢ produkcje cytokin

prozapalnych, i zaburza¢ remodeling naczyn spiralnych w wczesnej cigzy.

Podsumowanie wynikow prac z cyklu
Wiyniki catej serii badan pozwalaja sformutowac nastepujace syntetyczne wnioski:
1. SC moduluje odpowiedz zapalng u kobiet z uRPL
W kilku badaniach wykazano, ze kobiety z uRPL majg obnizone st¢zenia cytokin prozapalnych
(TNF-a, IL-6) oraz jednoczesny wzrost cytokin przeciwzapalnych (TGF-fB, IL-10) — co
wskazuje na obraz wyciszenia (exhaustion) uktadu immunologicznego.
2. SC dziala immunostymulujaco, przywracajac czesciowo fizjologiczng reakcje
zapalng:
o zwigksza poziom TNF-a, co jest zgodne z koncepcja, Ze wczesna
implantacja wymaga przej$ciowego stanu zapalnego,
o podwyzsza st¢zenie IL-10, wspierajac rozwoj Treg i regulacje odpowiedzi
immunologicznej.
3. SC wptywa na rownowagg limfocytow T (Th17/TreQ)

. Kobiety z uRPL majg podwyzszony odsetek Treg, ale ich funkcja moze
by¢ zaburzona.

J Po stymulacji SC zaobserwowano istotny wzrost populacji komorek
podwojnie dodatnich IL-17+FOXP3+ (Th17/Treg “plastycznych”; ang. plasticic).
Wskazuje to na mozliwos¢ aktywacji komorek przejsciowych, co moze by¢ elementem
przywracania rownowagi mi¢dzy odpowiedzia pro- a przeciwzapalna.

4. SC moduluje dziatanie komorek NK, w tym idNK

o W badaniu idNK wykazano:

o obnizenie ekspresji PDESA po hodowli z SC — szczegdlnie
wyrazne u kobiet z uRPL,

o brak wptywu SC na aktywnos$¢ cytotoksyczng idNK,

o brak wptywu na ekspresj¢ angiogennych czynnikéw VEGF-A,

PIGF, RENB i IL-8.

5. SC nie wptywa na odsetek komdrek NKT
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. W przeciwienstwie do danych literaturowych, w badanej populacji nie
stwierdzono:
¢ r6znic w odsetku komérek NKT miedzy pacjentkami a kontrola,
o wptywu SC na populacje NKT w PBMC.

6. SC czesciowo nasladuje dziatanie etanerceptu w zakresie regulacji TNF-a

. W badaniu poro6wnawczym wykazano:
o etanercept istotnie obnizal poziom TNF-a,
o SC podwyzszat poziom TNF-a u pacjentek Z URPL z poczatkowo

niskg produkcjg tej cytokiny, wyréwnujac jej poziom do wartosci
obserwowanych u pacjentek po terapii biologicznej.

~

W polaczeniu z wczesniejszymi badaniami nad sICPs i cytokinami, uzyskane

wyniki wskazuja, ze uRPL charakteryzuje si¢:

a. niedostateczng aktywacja szlakow tolerogennych (PD-1/PD-L1, TIM-3/Gal-9,
LAG-3),

b. nieprawidlowg regulacjg aktywnosci komorek NK (TIGIT, VISTA),

c. dysfunkcja Treg.

Cykl moich prac badawczych obejmuje wieloletnie, ztozone analizy wptywu SC na uktad
immunologiczny kobiet z uRPL. Lacznie publikacje te opisuja dzialania SC na poziomie
cytokin, komoérek NK i idNK, limfocytow T (Thl7, Treg), czynnikow angiogennych, oraz
ekspresji PDESA, a takze zestawiajg jego efekt z dziataniem biologicznego anty-TNF —
etanerceptu. Wyniki uzyskane w ramach projektu badawczego i opublikowane w opisanych
pracach sugerujg immunomodulujacy wptyw SC poprzez oddzialywanie na uwalnianie TNF-a
oraz IL-10, jak rowniez poprzez edukacj¢ i dojrzewanie komoérek idNK (zmiany w koekspresji
receptorow NKG2A/ KIR2DL1). Moje badania wykazaly, iz przebadane pacjentki z
nawracajagcymi poronieniami prawdopodobnie w efekcie kolejnych poronien utrwalaja silng
przeciwzapalng odpowiedz organizmu, na co Wskazuja podwyzszone odsetki Treg na obwodzie
czy TGF-B, a takze zaburzenie interakcji punktow kontrolnych i ich ligandéw: PD-1/PD-L1,
TIM-3/Gal-9, LAG-3.

Podwyzszenie poziomu TNF-o po podaniu SC moze mie¢ korzystny wplyw na
poczatkowe etapy rozwoju cigzy, w szczegolnosci na implantacje zarodka i zrbwnowazenie
zaburzen aktywacji komorek NK przy obserwowanym zaburzeniu ekspresji TIGIT i VISTA na
komorkach cytotoksycznych. Blokowanie samej aktywnosci enzymu PDES-A przez SC

obnizylo ekspresje gendw dla tego enzymu w przypadku pacjentek z uRPL. Dane te wskazuja,
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ze idNK u kobiet z uRPL sg bardziej wrazliwe na blokad¢ PDESA, ale SC nie aktywuje ich
cytotoksycznosci, co jest korzystne z punktu widzenia implantacji. Zmniejszona ekspresja
VEGF-A i PIGF w uRPL potwierdzita wcze$niejsze obserwacje. SC nie modyfikowat szlakow
angiogennych, co sugeruje, ze jego dziatanie w przypadku pacjentek z uRPL odbywa sie¢
glownie poprzez modulacje uktadu immunologicznego, a nie angiogenezy. Zmniejszona
ekspresja PDE5S-A moze nasila¢ pozytywny efekt dziatania SC (poprzez nagromadzenie cGMP
w $rodowisku endometrium). Hamowanie katabolizmu cGMP przez selektywne inhibitory
PDES zwigksza poziom NO, a przez to wptywa pozytywnie na przeplyw krwi w tetnicach
macicznych i wzrost endometrium.

Nalezy podkresli¢, ze efekt dziatania SC byt zalezny od rodzaju bodzca aktywujacego
limfocyty, co sugeruje, iz w warunkach klinicznych skuteczno$¢ immunomodulacyjna leku
moze by¢ zrdznicowana w zalezno$ci od dominujacych mechanizméw aktywacji uktadu
odpornosciowego u danej pacjentki. Z tego powodu niezbedne sa badania translacyjne
spersonalizowane obejmujace populacje kobiet z uRPL i ulF, w ktorych ocenie podlegatby
zardbwno profil cytokinowy, jak i efekty kliniczne ewentualnej terapii z wykorzystaniem
inhibitorow PDE-5. SC nie jest lekiem prozapalnym ani przeciwzapalnym, lecz regulatorem,
ktéry w warunkach immunologicznego wyciszenia charakterystycznego dla czgéci kobiet z
uRPL moze pomdc w odtworzeniu warunkow sprzyjajacych implantacji i wezesnej cigzy.

Ponadto wyniki oceny punktow kontroli odpowiedzi immunologicznej sugeruja, iz
zmiany obserwowane w stezeniach sGalectin-9, sTIM-3, sSLAG-3, sCD155 oraz ekspresji
TIGIT, LAG-3, i VISTA u kobiet z uRPL, sa zwigzane z zaburzeniami aktywacji komorek
Treg jak i cytotoksycznych NK/NKT/Tc. ICPs mogg stuzy¢ jako biologiczne markery wczesnej
utraty cigzy, a w przysztosci poshuzy¢ jako cele terapeutyczne w leczeniu nawracajgcych strat
ciagzy.

Dalsze badania mechanistyczne i kliniczne, w tym analizy interakcji migdzy réznymi punktami
kontroli, subpopulacjami limfocytow oraz wptywem egzosomow i czynnikow srodowiskowych
na tolerancj¢ immunologiczng u pacjentek z uRPL, w celu zaproponowania nowych narzedzi
diagnostycznych dla pacjentek, a takze planowania immunoterapii uRPL oraz personalizacji
leczenia, bed¢ prowadzic w ramach projektu Europejskiego Partnerstwa na rzecz
Spersonalizowanej Medycyny, JTC 2024  PerMed, pt.: “Personalizacja leczenia

nieplodnosci kobiecej i nawracajgcych poronien o nieznanej etiologii”.

24



791

792
793
794
795
796
797
798
799
800
801
802
803
804
805
806
807
808
809
810
811
812
813
814
815
816
817
818
819
820
821
822
823
824
825
826
827
828
829
830
831
832
833
834
835
836
837
838
839
840
841
842
843

PiSmiennictwo:

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Ohams M, Jerzak M., Gorski A Effects of sildenafil citrate and etanercept treatment
on TNF-a levels in peripheral blood of women with recurrent miscarriage, Ginekologia
polska, 2015, ( 86)7 : 520-4. doi:10.17772/gp/57823

Wilczynski J. Postegpowanie w poronieniach nawracajgcych. Ginekol Po Dyplomie.
2017;19(3):62-66.

Kniotek M, Roszczyk A, Zych M, Szafarowska M, Jerzak M, Differences in the Expression
of KIR, ILT Inhibitory Receptors, and VEGF Production in the Induced Decidual NK Cell
Cultures of Fertile and RPL Women, Biomed Res Int. 2021 May 4;2021:6673427.

Practice Committee of the American Society for Reproductive Medicine. Evaluation and
treatment of recurrent pregnancy loss: a committee opinion. Fertil Steril. 2012;98(5):1103-
11.

ESHRE Guideline Group on RPL. (2023). ESHRE guideline: Recurrent pregnancy loss: An
update in 2022. Human Reproduction Open, 2023(1), hoad002.T

Kniotek M, Zych M, Roszczyk A, Szafarowska M, Jerzak MM, Decreased Production of
TNF-o and IL-6 Inflammatory Cytokines in Non-Pregnant Idiopathic RPL \WWomen.
Immunomodulatory Effect of Sildenafil Citrate on the Cellular Response of Idiopathic RPL
Women, Journal of Clin Medicine 2021 Jul 15;10(14):3115

Hallah Alanazi, Yuan Zhang, Joy Fatunbi, Than Luu, Joanne Kwak-Kim, The impact of
reproductive hormones on T cell immunity; normal and assisted reproductive cycles,Journal
of Reproductive Immunology, Volume 165 ,2024, 104295, ISSN 0165-0378.

Sher, G., & Fisch, J. D. (2002). Effect of vaginal sildenafil on the outcome of in vitro
fertilization (IVF) after multiple I\VVF failures attributed to poor endometrial development.
Fertility and sterility, 78(5), 1073-1076. https://doi.org/10.1016/s0015-0282(02)03375-7
Jerzak, M., Kniotek, M., Mrozek, J., Gorski, A., & Baranowski, W. (2008). Sildenafil
citrate decreased natural killer cell activity and enhanced chance of successful pregnancy in
women with a history of recurrent miscarriage. Fertility and sterility, 90(5), 1848-1853.
Kniotek M, Boguska A. Sildenafil Can Affect Innate and Adaptive Immune System in Both
Experimental Animals and Patients, Journal of Immunology Research, 20174541958.
https://doi.org/10.1155/2017/4541958

Wareing M, Myers JE, O’Hara M, Baker PN. Sildenafil citrate (Viagra) enhances
vasodilation in fetal growth restriction. J Clin Endocrinol Metab. 2005;90(5):2550-2555.
Dreisler E, Kjer JJ. Asherman's syndrome: current perspectives on diagnosis and
management. Int J Womens Health. 2019 Mar 20; 11:191-198.

Sharp A, Cornforth C, Jackson R, et al. Maternal sildenafil for severe fetal growth
restriction (STRIDER): a multicentre, randomised, placebo-controlled, double-blind trial.
Lancet Child Adolesc Health. 2018;2(2):93-102.

Ganzevoort W, Alfirevic Z, von Dadelszen P, Kenny LC, Papageorghiou AT. STRIDER:
sildenafil therapy in dismal prognosis early-onset intrauterine growth restriction—a protocol
for a systematic review with individual participant data and aggregate data meta-analysis
and trial sequential analysis. Syst Rev. 2014;3:23.

Karakhanova S, Yang Y, Link J, Soltek S, von Ahn K, Umansky V, et al. Gender-specific
immunological effects of the phosphodiesterase 5 inhibitor sildenafil in healthy mice. Mol
Immunol. 2013 Dec;56(4):649-59.

Serafini P, Mehnert JM, Buque A, et al. Phosphodiesterase-5 inhibition augments antitumor
immunity by reprogramming suppressive myeloid cells. J Clin Invest. 2006;116(8):2464—
71.

Cerdeira AS, Rajakumar A, Royle CM, Lo A, Husain Z, Thadhani RI, et al. Conversion of
peripheral blood NK cells to a decidual NK-like phenotype by a cocktail of defined factors.
J Immunol. 2013 Apr 15;190(8):3939-48.

Xu X, Zhao X, Chen L, Liu M, Hu Z, Ke J, Fu B, Zhou Y, Wei H. CD158a/CD158b NK
cell imbalance correlates with hypertension in patients with preeclampsia. Am J Reprod
Immunol. 2022 May; 87(5):E13532.

25



844
845
846
847
848
849
850
851
852
853
854
855
856
857
858
859
860
861
862
863
864
865
866
867
868
869
870
871
872
873
874
875

876
877
878
879
880
881
882
883
884
885
886
887

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Shreeve N, Depierreux D, Hawkes D, Traherne JA, Sovio U, Huhn O, et al. The
CD94/NKG2A inhibitory receptor educates uterine NK cells to optimize pregnancy
outcomes in humans and mice. Immunity. 2021 Jun 8;54(6):1231-44.e4.

Von WE, Nikolaou D, MacLaran K, Norman-Taylor J, Bhagwat P, Cuff AO, et al. Uterine
NK cells underexpression KIR2DL1/S1 and LILRBL in reproductive failure. Front
Immunol. 2023 Jan 13;13:1090029.

Kim M, Park HJ, Seol JW, Jang JY, Cho YS, Kim KR, et al. VEGF-A regulated by
progesterone governs uterine angiogenesis and vascular remodelling during pregnancy.
EMBO Mol Med. 2013 Sep;5(9):1415-30.

Toth E, Gyorfty D, Posta M, Hupuczi P, Balogh A, Szalai G, et al. Decreased expression of
placental proteins in recurrent pregnancy loss: functional relevance and diagnostic value. Int
J Mol Sci. 2024 Feb 3;25(3):1865.

Nejabati HR, Latifi Z, Ghasemnejad T, Fattahi A, Nouri M. Placental growth factor (PIGF)
as an angiogenic/inflammatory switcher: lesson from early pregnancy losses. Gynecol
Endocrinol. 2017 Sep;33(9):668-74

Satorres E, Martinez-Varea A, Diago-Almela V. sFIt-1/PIGF ratio as a predictor of
pregnancy outcomes in twin pregnancies: a systematic review. J Matern Fetal Neonatal
Med. 2023 Dec;36(2):2230514.

Lash GE, Scherjon SA, Innes BA, et al. Expression of placental growth factor by uterine
natural killer cells and its role in angiogenesis during early pregnancy. J Immunol.
2010;185(6):3658-3666.

Brosnihan KB, et al. Local uteroplacental renin-angiotensin system. Braz J Med Biol Res.
2004;37(8):1255-1262.

Viloti¢ A, Nacka-Aleksi¢ M, Pirkovi¢ A, Bojié-Trbojevié Z, Dekanski D, Jovanovié
Krivokuc¢a M. IL-6 and IL-8: An Overview of Their Roles in Healthy and Pathological
Pregnancies. Int J Mol Sci. 2022 Nov 23;23(23):14574. doi: 10.3390/ijms232314574.
PMID: 36498901; PMCID: PMC9738067.

Cifone MG, Ulisse S, Santoni A. Natural killer cells and nitric oxide. Int
Immunopharmacol. 2001 Aug;1(8):1513-24.

Sharma P, Allison JP. Immune checkpoint targeting in cancer therapy: toward combination
strategies with curative potential. Cell. 2015;161(2):205-14.

26



888
889
890
891
892
893
894
895
896
897
898
899
900
901
902
903
904
905
906
907
908
909
910
911
912
913
914
915
916
917
918
919
920
921

5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnoscia naukowg albo artystyczng
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w

szczegolnosci zagranicznej.

5.1. Wspélpraca miedzynarodowa
o 2024 - 2027 - Kierownik polskiej grupy badawczej w miedzynarodowym projekcie

Europejskiego Partnerstwa na rzecz Spersonalizowanej Medycyny, JTC 2024
PerMed, pt. “Personalizacja leczenia nieptodnosci kobiecej i nawracajgcych
poronien o nieznanej etiologii” (Personalisation of Treatment for Female Infertility
and Recurrent Pregnancy Loss of Unknown Etiology, PerFet)

https://www.eppermed.eu/funding-projects/projects-results/project-database/perfert/

nr wniosku: EPPERMED2024-584, (kod projektu WUM: EUR12, akronim PerFet )

Budzet beneficjenta, WUM =1 510 767,02 PLN

Catkowity budzet projektu =5 391 706,83 PLN

Projekt realizowany jest przez konsorcjum pigciu partnerow, w tym 4 instytucji zagranicznych:

Centrum Innowacyjnej Medycyny oraz JSC Nanodiagnostyka Wilno, Litwa; University
College Dublin (UCD) w Irlandii oraz Szpital Uniwersytecki Careggi (Careggi University
Hospital, CUH) we Florencji (Wtochy). Dzigki tej wspotpracy w moich badaniach moge
korzysta¢ z dostepu do unikalnych zasobow badawczych i Kklinicznych partnerow
zagranicznych. Wspotpraca ma charakter multidyscyplinarny 1 obejmuje integracje
doswiadczenia klinicznego, badan podstawowych oraz innowacyjnych rozwigzan
technologicznych.

W ramach projektu grupa badawcza z Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, pod moim
kierownictwem, przeprowadzi oznaczenia markerow immunologicznego zapalenia
zlokalizowanych na powierzchni limfocytow krwi obwodowej oraz menstruacyjnej, jak i
markeréw rozpuszczalnych z surowicy krwi obwodowej i menstruacyjnej. Ponadto zostang
wyizolowane komorki macierzyste pochodzace z krwi menstruacyjnej (MenSC) od zdrowych
kobiet wielorodek, kobiet z nawracajacymi poronieniami oraz niewyjasniong nieptodnosciag w
celu scharakteryzowania roznic metabolicznych i funkcjonalnych MenSC oraz réznic w
produkcji EVs. MenSC izolowane od zdrowych kobiet postuzg takze do pozyskania
specyficznych ~ pgcherzykéw  zewnatrzkomoérkowych  (EVs) o wilasciwosciach
immunoregulacyjnych. EVs wyizolowane z hodowli MenSC beda wykorzystywane do
modulacji odpowiedzi immunologicznej pacjentek z idiopatyczng nawracajaca utrata cigzy

(URPL) lub idiopatyczna nieptodnoscia (ulF) w badaniach in vitro.
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Projekt zaktada realizacje nastepujacych celow badawczych:

- identyfikacja charakterystycznego zestawu zmienionych biomarkeréw dla pacjentek z grup
ulF i uRPL dzigki poréwnaniu z ptodnymi, zdrowymi kobietami;

- stratyfikacja pacjentek na grupy ze wzgledu na eksprymowane biomarkery na pacjentki z
zaburzeniami immunologicznymi, metabolicznymi, i adhezyjnymi;

- analiza dziatania statyn u pacjentek z zaburzeniami metabolizmu komérkowego, w kontekscie
przywracania zmienionego fenotypu MenSC oraz limfocytow T (LT) w warunkach in vitro.

- ocena potencjatu terapeutycznego EVs, IL-4, G-CSF oraz PIBF u pacjentek z zaburzeniami
immunologicznymi i adhezyjnymi,

Zalozony wynik projektu to okreslenie charakterystycznych biomarkerow dla kazdej z

grup pacjentek oraz opracowanie spersonalizowanych strategii interwencji

terapeutycznych.
omho ® List of partners:
Y [ ) 2 o
[ 'MC - Innovative Medicine Centre (LT)
mm MUW [ NDG - Nanodiagnostika (LT)
I CUH ) — VUV - Medical University of Warsaw (PL)
Healthy Female with B [ UCD - University College Dublin (IE)

controls ulF or uRPL

lSample collection

B /MC, NDG Detection of biomarkers for
mm MUW patient stratification

J\\
tid

B W CUH - Careggi University Hospital (IT)

@ UCD?

Different subtypes of ulF

and uRPL
Assisted reproductive
technologies (ART)
B /MC, NDG D) C’
— MUW 2 Y% %

B T ucb ° ‘
B N CUH T T f
Personalised treatment
strategies in vitro

Ryc.1. Schematyczne przedstawienie celéw 1 zadan poszczegdlnych partnerow w projekcie

PerFet.
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Ryc.2. Schematyczne przedstawienie planu badawczego w projekcie PerFet, (PerMed 2024).

Pozostale wspolprace miedzynarodowe:

UK, Essex University - Egzaminator zewngtrzny (External Examiner) w dniu 12 maja
2020 na egzaminie “Viva” oceniatlam prace doktorskg dr. n. med. Bandera Khayata pt.
“The recognition of lipopolysaccharides present in Gram-negative bacteria by
receptors of the immune system”, przygotowana w Zaktadzie Nauk Biologicznych
(Biological Sciences Department) na Uniwersytecie w Essex (Colchester, Wielka
Brytania).
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e XIX Migdzynarodowy Warszawski Kongres Medyczny, WIC, 12-14 kwietnia 2024 r.
- recenzent naukowy przestanych abstraktow, selekcja prac do sesji naukowych.

e COceniajacy plakaty naukowe w ramach sesji tematycznych “Manipulation of
tolerance” oraz “Mechanisms of atopic disease’ podczas VII Europejskiego Kongresu
Immunologii (ECI 2024) w Dublinie, Irlandia.

e Goscinny redaktor specjalnego numeru czasopisma International Journal of
Molecular Sciences, wydawnictwo MDPI, poswigconego tematyce “Research
Advances in Reproductive Immunology”. Pelie te funkcje od 29 sierpnia 2024 r.,
odpowiadajgc za merytoryczng ocene i koordynacje publikacji w zakresie
immunologii rozrodu.

https://www.mdpi.com/journal/ijms/special issues/NU70AAJSHB)

e C(Czlonek Komitetu Organizacyjnego konferencji Immunology & Vaccinology,
Cognition Conferences, 25-26.11.2024, Zurich, Szwajcaria
e (Czlonek stowarzyszen migdzynarodowych i krajowych, dziatajacych we wspotpracy ze
stowarzyszeniami mi¢dzynarodowymi:
IFFS — International Federation of Fertility Societes — Miedzynarodowa Federacja
Stowarzyszen na rzecz Ptodnosci
ESHRE - European Society of Human Reproduction and Embryology — Europejskie
Stowarzyszenie na rzecz Ludzkiej Reprodukcji oraz Embriologii
BFC - Baltic Society of Flow Cytometry - Baltyckie Stowarzyszenie Cytometriii Przeptywowej
ESCCA - European Society of Clinical Cell Analyses - Europejskie Stowarzyszenie Klinicznej
Analizy Komorek (cytometria przepltywowa)

PTIKID — Polskie Towarzystwo Immunologii Klinicznej i Doswiadczalnej
5.2. Istotna aktywno$¢ naukowa na innych uczelniach:

Od poczatku pracy w Zaktadzie Immunologii Klinicznej WUM wspolpracowatam z
Laboratorium Bakteriofagowym IITD PAN Wroctaw, prowadzitam badania interakcji
bakteriofagbw z ukladem immunologicznym. Wspotpraca zakonczona byta licznymi

publikacjami i doniesieniami zjazdowymi oraz monografiami:

1. Gorski A, Nowaczyk M, Weber-Dgbrowska B, Kniotek M, Boratynski J, Ahmed A,
Dgbrowska K, Wierzbicki P, Switata-Jeler K, Opolski A, New insights into the possible
role of bacteriophages in transplantation, Transplant Proc. 2003 Sep;35(6):2372-3
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Artykut przedstawia nowag hipotez¢ na potencjalng role bakteriofagow (wirusow
atakujacych bakterie) w konteks$cie transplantologii. Bakteriofagi moga nie tylko zwalczaé
infekcje bakteryjne, ktére czgsto stanowig powiktania po przeszczepach, ale réwniez moga
wptywa¢ na uklad odpornosciowy biorcy. Rozwazamy ich potencjalng role w
immunomodulacji oraz zmniejszaniu ryzyka odrzucania przeszczepu. Cho¢ badania sa
wstepne, wyniki wskazuja na mozliwo§¢ wykorzystania fagoterapii jako uzupetnienia lub
alternatywy dla klasycznych metod przeciwdziatania infekcjom i1 procesom odrzucania

przeszczepu w transplantologii.

2. Kniotek M, Beata Weber-Dgbrowska, Krystyna Dgbrowska, Katarzyna Switata-Jelef,
Jan Boratynski, Mariusz Wiszniowski, Ireneusz Glinkowski, Iwona Babiak, Andrzej
Gorecki, Michal Nowaczyk, Andrzej Gorski, Phages as Immunomodulators of
Antibody Production, Genomic Issues, Immune System Activation and Allergy
(Immunology 2004), Medimond, 2004, s. 33-37.

Celem mojej pracy byla ocena potencjalnych wiasciwosci immunomodulacyjnych fagéow, ze
szczegolnym uwzglednieniem ich wplywu na produkcje przeciwciat.

W badaniach, ktoére przeprowadzitam metodg Plaque Forming Cells (technika Jerne’a)—
wykrywanie limfocytow B produkujacych przeciwciala wykazatam, iz fagi Escherichia coli
(T4 i HAP-1) oraz Pseudomonas (PsF) hamuja produkcje przeciwcial typu IgG in vitro w
hodowlach PBMCs w reakcji MLR przeprowadzonej na komoérkach izolowanych od zdrowych
dawcow krwi.

Natomiast podawanie bakteriofagow Staphylococus aureus (A5) pacjentom z przewlekltym
zapaleniem kosci (osteomyelitis), wystepujacym jako powiktanie pooperacyjne w ortopedii,
prowadzito do statystycznie istotnego wzrostu poziomu przeciwcial, w pordéwnaniu do wartosci
wyjsciowych mierzonych przed rozpoczeciem leczenia fagami. Zmiany te sugeruja, ze fagi
mogg pehi¢ funkcje biologicznych modulatorow odpowiedzi humoralnej. Efekt ten byt
obserwowany niezaleznie od pierwotnej etiologii zakazenia kostnego, co moze wskazywac na
mechanizm dziatania wykraczajacy poza bezposrednie dziatanie przeciwdrobnoustrojowe.
Podwyzszony poziom przeciwcial moze $wiadczy¢ zarowno o bezposredniej stymulacji uktadu
odpornosciowego przez elementy strukturalne fagéw, jak 1 o ich wptywie na mikrobiom

jelitowy oraz tzw. o$ jelito—uktad odpornosciowy.
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3. Kniotek M., Ahmed A.M.A., Dgbrowska K., Switata-Jelen K., Opolski A., Gorski A.
Bacteriophage Interactions with T Cells and Platelets
Tytut rozdziatu: Bacteriophage Interactions with T Cells and Platelets, Cytokine
Network, Regulatory Cells Signalling, and Apoptosis (Immunology), Monduzzi Editore,
2004, s. 189-19

W centrum koncepcji pracy znajduje si¢ motyw KGD (Lizyna—Glicyna—Kwas asparaginowy),
obecny w biatku gp24 kapsydu bakteriofaga T4. Udowodnitam, iz, motyw ten moze
oddziatywa¢ z integryng allbB3, wystepujaca w duzej ilosci na powierzchni ptytek krwi oraz
na aktywowanych limfocytach T. W przypadku plytek krwi mozliwe byto blokowanie miejsc
wigzacych fibrynogen, co hamuje ich agregacje i zmienia przebieg reakcji zakrzepowych. W
odniesieniu do aktywowanych limfocytow T, przylaczenie faga do integryny allbB3 moze
wptywac na ich mobilnos¢, zdolnos¢ do migracji, a nawet prowadzi¢ do ich usuwania z kragzenia
przez mechanizmy zalezne od uktadu siateczkowo-$rédbtonkowego. Wiasciwosci blokowania
integryn B3 moga by¢ teoretycznie wykorzystane w medycynie, np. do hamowania proceséw
adhezji komorek nowotworowych czy modyfikowania reakcji immunologicznych. Szczegolne
mozliwo$ci wigzania si¢ bakteriofagdw z aktywowanymi limfocytami T mogtyby modulowaé

nadmierne odpowiedzi zapalne lub autoimmunologiczne.

4. Gorski A, Kniotek M, Perkowska-Ptasiniska A, Mroz A, Przerwa A, Gorczyca W,
Dabrowska K, Weber-Dgbrowska B, Nowaczyk M, Bacteriophages and
transplantation tolerance, Transplant Proc. 2006 Jan-Feb;38(1):331-3

Artykut przegladowy omawia potencjalng role bakteriofagbw w promowaniu tolerancji
przeszczepu. Fagi moga dziata¢ immunomodulujagco — zmniejsza¢ aktywacje limfocytow T i
produkcje cytokin prozapalnych, co moze sprzyjaé tolerancji wobec przeszczepionego narzadu.
W pracy tej zwracamy uwagg na mozliwo$§¢ wykorzystania fagow jako elementu

wspomagajacego terapie immunosupresyjne w transplantologii.

5.Gorski A, Miedzybrodzki R, Borysowski J, Dgbrowska K, Wierzbicki P, Ohams M,
Korczak-Kowalska G, Olszowska-Zaremba N, Zusiak-Szelachowska M, Kilak M,
Jonczyk E, Kaniuga E, Gotas A, Purchla S, Weber-Dgbrowska B, Letkiewicz S, Fortuna
W, Szufnarowski K, Pawetczyk Z, Rogoz P, Klosowska D. Phage as a modulator of
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immune responses: practical implications for phage therapy, Adv Virus Res.
2012;83:41-71
Publikacja podsumowuje dane eksperymentalne oraz kliniczne dotyczace wptywu
bakteriofagow na uktad odporno$ciowy cztowieka oraz przedstawia praktyczne zastosowania
w kontekscie terapii fagowej. Opisane ponizej wnioski przeprowadzono na podstawie badan
pacjentdow  leczonych preparatami  bakteriofagowymi. Poréwnywalam odpowiedz
immunologiczng pacjentow przed terapia fagowa, a nastgpnie po 7, 14, 21, 40-60 dniach, w
tym fenotyp limfocytow, odsetek limfocytow CD3*, NK (CD3 CD16'/CD56%), oraz
CD3*CD56" oraz aktywno$¢ komorek NK. Po terapii obserwowatam wzrost liczby pacjentéw
z prawidtowa aktywnoscig cytotoksyczng komorek NK, co sugeruje poprawe funkcjonowania
nieswoistej odpowiedzi przeciwwirusowej i przeciwnowotworowej uktadu odporno§ciowego.
Efekty te moga $wiadczy¢ o normalizacji aktywnos$ci immunologicznej pod wptywem terapii
fagowej, bez jej nadmiernej stymulacji, co jest istotne w kontekscie bezpieczenstwa stosowania
fagdw jako potencjalnych immunomodulatorow.
5. Gorski A, Miedzybrodzki R, Jonczyk-Matysiak E, Kniotek M, Letkiewicz S.Therapeutic
Phages as Modulators of the Immune Response, Practical Implications. Clin Infect
Dis. 2023 Nov 2;77(Suppl 5): S433-S439.
Praca przedstawia najnowsze badania nad fagami. Ze wzgledu na narastajacg oporno$¢ na
antybiotyki, przeciwbakteryjne dzialanie fagow wydaje si¢ najbardziej obiecujacag droga do
wprowadzenia ich do wspotczesnej medycyny. Dane pochodzace z naszych oraz innych badan
sugeruja, ze ukierunkowanie terapii fagowej na klinicznie uzyteczng immunomodulacj¢ moze
znalez¢ szerokie zastosowanie. W pracy opisano badania kliniczne nad zastosowaniem fagow
w chorobach przebiegajacych z zaburzeniem czynnos$ci uktadu immunologicznego takich jak
nieswoiste zapalenie jelit, zakazenia wirusem Epsteina-Barr, reumatoidalne zapalenie stawow,

cigzki przebieg Covid-19 czy sepsy.

Natomiast w ramach dlugoletniej wspotpracy z Wojskowym Instytutem Medycznym
Pafstwowym Instytutem Badawczym, bralam udzial w badaniach w ramach projektow
dotyczacych nawracajacych poronien. Oceniatam aktywno$¢ komorek NK oraz odsetek NK i
NKT w krwi obwodowej pacjentek uRPL przed i po terapii SC. Wyniki badan in vivo
potwierdzitam w hodowlach in vitro SC z PBMCs pacjentek. SC zaréwno in vivo jak i in vitro
obnizal aktywno$¢ komorek NK u kobiet z uRPL. Pacjentki leczone czopkami z SC urodzity
zdrowe potomstwo. Wyniki projektow zostaly opisane w mojej pracy doktorskiej oraz
publikacji: Jerzak M, Kniotek M, Mrozek J, Gorski A, Baranowski W. Sildenafil citrate
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decreased natural killer cell activity and enhanced chance of successful pregnancy in women
with a history of recurrent miscarriage. Fertil Steril. 2008 Nov;90(5):1848-53. doi:
10.1016/j.fertnstert.2007.08.043. Epub 2008 Apr 28. PMID: 18440513

W projekcie “Zastosowanie blokeréw czynnika martwicy nowotworéw alfa (TNF alfa)
w profilaktyce poronien nawykowych ", okreslatam st¢zenia TNF- alfa oraz poziom i aktywnos¢
komorek NK u pacjentek uRPL po terapii i przed terapia lekiem Enbrel. W pracy z projektu
Jerzak M, Niemiec T, Nowakowska A, Klochowicz M, Gorski A, Baranowski W., First
successful pregnancy after addition of enoxaparin to sildenafil and etanercept immunotherapy
in woman with fifteen failed IVF cycles - case report. Am J Reprod Immunol. 2010 Aug
1;64(2):93-6. doi: 10.1111/}.1600-0897.2010.00826.x; przedstawiono opis przypadku 35-
letniej pacjentki z wielokrotnymi niepowodzeniami implantacji — tacznie 15 nieudanych cykli
zaptodnienia pozaustrojowego (IVF), mimo prawidlowej odpowiedzi jajnikowej i dobrej
jako$ci zarodkow. Wczesdniejsze proby leczenia z uzyciem sildenafilu (w celu poprawy
przeptywu macicznego) oraz etanerceptu (modulacja odpowiedzi zapalnej poprzez blokowanie
dziatania TNF-a) nie przyniosty skutku klinicznego. Wlaczenie do terapii enoksaparyny
(heparyny drobnoczasteczkowej, LMWH) skutkowato uzyskaniem pierwszej skutecznej
implantacji i donoszong cigza zakonczong porodem zdrowego noworodka.
Kolejne praca to: Jerzak M, Ohams M, Goérski A, Baranowski W. Etanercept immunotherapy
in women with a history of recurrent reproductive failure. Ginekol Pol. 2012 Apr;83(4):260-4.
PMID: 22712257; gdzie oceniono skuteczno$¢ Etanerceptu, inhibitora, zmodyfikowanego
receptora TNF-a, jako terapii immunomodulujacej u kobiet z nawracajacymi niepowodzeniami
rozrodu (zardwno poronieniami, jak 1 niepowodzeniami implantacji w procedurach IVF). Do
badania wtgczono pacjentki z podwyzszonymi poziomami cytokin prozapalnych. Zastosowanie
etanerceptu  w okreslonych fazach cyklu (w tym w okresie okotoowulacyjnym 1
implantacyjnym) skutkowato poprawa wskaznika implantacji i zwigkszeniem liczby ciaz
klinicznych w badanej grupie. W pracy oceniatam zaleznos¢ aktywnosci komoérek NK
pacjentek od terapii biologicznej. Badania aktywnosci i poziomu komorek NK wykonatam
przed i po terapii. Publikacja podkresla rol¢ nadreaktywnosci zapalnej komorek NK, w
szczegolnosSci przy towarzyszacej nadekspresji TNF-o, w zaburzeniach implantacji i
utrzymania cigzy. Wskazuje rowniez na potencjalng skutecznos¢ immunoterapii celowanej w
wybrane cytokiny prozapalne. Jest to jedna z pierwszych polskich prac dokumentujacych

zastosowanie blokady TNF-a w leczeniu niepowodzen rozrodu.
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5.3. Wykonawca i kierownik projektow:

Kierownik projektow naukowych:
a) po uzyskaniu stopnia doktora:

2.2024 - 12.2027 - projekt PerMeD, akronim PerFet, projekt realizowany we
wspotpracy z osrodkami z Litwy, Wtoch 1 Irlandii, pt. “Personalizacja leczenia nieptodnosci
kobiecej i nawracajgcych poronien o nieznanej etiologii” (Personalisation of Treatment for
Female Infertility and Recurrent Pregnancy Loss of Unknown Ethiology ) - opisany powyzej
na str. 28 w rozdziale 5.1.Wspotpraca miedzynarodowa.

Rola w projekcie: Kierownik polskiej grupy badawczej,

Zrédto finansowania: Narodowe Centrum Badan i Rozwoju (NCBiR)

Beneficjent: WUM

Budzet projektu: 1.510.767,02 PLN
2015 - 2020 - projekt NCN,

Tytut projektu: ,.Dziatanie immunomodulacyjne cytrynianu sildenafilu (SC), u pacjentek z
poronieniami nawykowymi” (Immunomodulatory effects of sildenafil citrate in women with
recurrent pregnancy loss)

Numer projektu: 2014/15/D/NZ7/01838; konkurs Sonata 8, panel NZ7

Wyniki badan z projektu opublikowalam w nastepujacych pracach, ktore zostaty opisane w
wigkszosci w cyklu prac w zatgczniku Autoreferat, podpunkt 4.3.3.:

Kniotek M, Boguska A., Sildenafil Can Affect Innate and Adaptive Immune System in Both
Experimental Animals and Patients, Journal of Immunology Research, 2017

Kniotek M, Roszczyk A, Zych M, Szafarowska M, Jerzak M, Differences in the Expression of
KIR, ILT Inhibitory Receptors, and VEGF Production in the Induced Decidual NK Cell
Cultures of Fertile and RPL Women, Biomed Res Int. 2021 May 4; 2021:6673427.

Kniotek M, Roszczyk A, Zych M, Wrzosek M, Szafarowska M, Zagozdzon R, Jerzak M,
Sildenafil Citrate Downregulates PDE5A mRNA Expression in Women with Recurrent
Pregnancy Loss without Altering Angiogenic Factors-A Preliminary Study, J Clin Med. 2021
Oct 29;10(21)

Kniotek M, Zych M, Roszczyk A, Szafarowska M, Jerzak MM, Decreased Production of TNF-
a and IL-6 Inflammatory Cytokines in Non-Pregnant Idiopathic RPL Women
Immunomodulatory Effect of Sildenafil Citrate on the Cellular Response of Idiopathic RPL
Women, J Clin Med. 2021 Jul 15;10(14):3115
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Zych, M., Roszczyk, A., Kniotek, M., Kaleta, B., & Zagozdzon, R. (2019). Sildenafil Citrate
Influences Production of TNF-a in Healthy Men Lymphocytes. Journal of immunology
research, 2019, 8478750. https://doi.org/10.1155/2019/8478750

W ostatniej publikacji, ktorej bytam autorem korespondencyjnym, opisujemy wplyw
cytrynianu sildenafilu na uktad immunologiczny mezczyzn, zdrowych dawcoéw krwi, a
doktadnie na produkcje cytokin prozapalnych oraz przeciwzapalnych. Celem pracy byto
sprawdzenie, czy sildenafil (inhibitor PDE-5) wptywa na produkcje cytokin typu Th1l (TNF-a,
IFN-y) 1 Th2 (TGF-B, IL-10) w hodowlach limfocytow pochodzacych od zdrowych mezczyzn.
Badanie przeprowadzono na wyizolowanych PBMCs od 27 zdrowych dawcow krwi. Komorki
inkubowano z sildenafilem w st¢zeniu 400 ng/ml, a nastgpnie poddawano stymulacji roznymi
bodzcami aktywujacymi limfocyty T: bezposrednig aktywacja szlaku PKC (PMA/jonomycyna)
lub mitogenem ro$linnym fitohemaglutynina (PHA). Wydzielanie cytokin zahamowano
dodajac Golgi-Stop. Analizowano odsetek limfocytow produkujacych cytokiny prozapalne
(TNF-a, IFN-y) oraz przeciwzapalne (TGF-B, IL-10) metoda cytometrii przeptywowe;.
Uzyskane wyniki wykazaly, ze w warunkach stymulacji PMA/jonomycyna sildenafil istotnie
zmniejszal odsetek komorek T wytwarzajacych TNF-a, przy jednoczesnej tendencji (nieistotne;j
statystycznie) do obnizenia produkcji IFN-y. Efekt ten nie byt obserwowany w przypadku
stymulacji PHA, co sugeruje, ze dzialanie sildenafilu moze by¢ zalezne od rodzaju
aktywowanego szlaku sygnalizacyjnego. Nie stwierdzono istotnych zmian w produkcji cytokin
przeciwzapalnych. Zaleznos$¢ efektu od sposobu stymulacji limfocytow podkresla zlozonos¢
dziatania leku na komorki ukladu odpornosciowego oraz wptyw hormondéw piciowych na

dziatanie sildenafilu.

b) Kierownik projektow przed uzyskaniem stopnia doktora:

Projekt mtodego badacza, WUM, 2008-2010;

Tytul projektu: “Wphw bakteriofagow T4, T2, HAP-1 oraz PSF-8 na populacje komorek
cytotoksycznych i na regulatorowe komorki NKT oraz na aktywnos¢ komorek NK (The influence
of bacteriophages T4, T2, HAP-1 and PsF-8 on population of cytotoxic cells and regulatory
NKT cells and activity of NK cells)”

Moje badania obejmowaty wptyw bakteriofagéw na populacje komorek NK - zaréwno ich ilo§¢
I zywotnos$¢, jak i aktywnos$¢ oceniang w hodowlach z bakteriofagami metodg cytometrii
przeptywowej.  Otrzymane wyniki sugerowaly  wlasciwosci  immunomodulacyjne
bakteriofagéw E. coli T4 oraz T2. U o0séb z wysoka aktywnoscig komorek NK, mierzong

stopniem zabijania komorek linii nowotworowej K562, fagi znamiennie ja obnizaty, a w
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przypadku oséb z niskg aktywnoscig podwyzszaty. Wyniki projektu zaprezentowatam na
sesjach plakatowych na konferencjach:

M. Klochowicz, G. Korczak-Kowalska, D. Klosowska, P. Wierzbicki, B.Weber-Dgbrowska,
A.Gorski, The influence of T4, T2, HAP-1 and PsF-8 bacteriophages on human Natural Killer
cells, 1l Polsko-Ukrainska Konferencja, Mikrobiologia w XXI wieku, ku pamieci Profesora
Rudolfa Stefan Weigla (1883-1957), 24-26.09.2007, Warszawa

M. Klochowicz, G. Korczak-Kowalska, D. Klosowska, P. Wierzbicki, B. Weber-Dgbrowska, A,
Gorski, The effects of T4, T2 and HAP-1 bacteriophages on human NK cell activity in vitro, X1I
Zjazd Polskiego Towarzystwa Immunologii Klinicznej i Doswiadczalnej, 8-10.06.2008, Krakow
Projekt Mtodego badacza, WUM, 2011-2012;

Tytul projektu: Interakcja limfocytow T z bakteriofagami T4 (Interaction of T cells with
bacteriophages T4)

W projekcie okreslatam interakcje biatek kapsydu bakteriofagow z czgsteczkami adhezyjnymi
limfocytow T. Oznaczenie interakcji fagéw z integrynami przeprowadzilam poprzez
optaszczanie biatkami macierzy plastikowych plytek typu Maxisorb. Wyniki wskazywaty na
potencjalne interakcje biatka kapsydu gp24 faga T4 z ludzkimi limfocytami T (poprzez
integryn¢ Beta-1, Beta-3 oraz VLA-4). Wyniki projektu mtodego badacza opublikowano wraz
z innymi wynikami z projektu “Optymalizacja charakterystyki i przygotowania preparatéw
fagowych do celow terapeutycznych” w artykule:

Gorski A, Miedzybrodzki R, Borysowski J, Dgbrowska K, Wierzbicki P, Ohams M, Korczak-
Kowalska G, Olszowska-Zaremba N, Lusiak-Szelachowska M, Ktak M, Joriczyk E, Kaniuga E,
Golas A, Purchla S, Weber-Dgbrowska B, Letkiewicz S, Fortuna W, Szufnarowski K, Pawetczyk
Z, Rogoz P, Ktosowska D. Phage as a modulator of immune responses. practical implications
for phage therapy, Adv Virus Res. 2012;83:41-71

5.4.1.Wykonawca w projektach:

a) przed uzyskaniem stopnia doktora:
Data: 1.09.2007-30.06.2012

Tytul projektu: Optymalizacja charakterystyki i przygotowania preparatoéw fagowych
do celow terapeutycznych

Zrédto finansowania: POIG

Beneficjent: ITTD PAN Wroctaw

Kierownik projektu: prof. dr hab. n.med. Andrzej Goérski
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Wyniki opisano w publikacji: Gorski A, Miedzybrodzki R, Borysowski J, Dgbrowska
K, Wierzbicki P, Ohams M, Korczak-Kowalska G, Olszowska-Zaremba N, Lusiak-
Szelachowska M, Klak M, Jonczyk E, Kaniuga E, Gotas A, Purchla S, Weber-Dgbrowska B,
Letkiewicz S, Fortuna W, Szufnarowski K, Pawelczyk Z, Rogoz P, Ktosowska D. Phage as a
modulator of immune responses: practical implications for phage therapy, Adv Virus Res.
2012; 83:41-71 (praca opisana powyzej oraz w cyklu prac powstatych w ramach wspolpracy z

innymi uczelniami rozdz. 5.2. str. 33)

Data:08.09.2007 - 02.09.2008
Tytul projektu: Wphw sildenafilu na aktywnos¢ komorek NK u kobiet z poronieniami
nawykowymi.
Zrédto finansowania: 33 konkurs Ministra Szkolnictwa Wyzszego, MNiSW
Beneficjent: Wojskowy Instytut Medyczny - Panstwowy Instytut Badawczy

Kierownik: prof. dr hab. n.med. Matgorzata Maria Jerzak,

Data: 02.06.2008 - 01.06.2011,
Tytul projektu: Zastosowanie blokerow czynnika martwicy nowotworow alfa (TNF alfa) w
profilaktyce poronien nawykowych
Zrédto finansowania: 34 konkurs Ministra Szkolnictwa Wyzszego, MNiSW
Beneficjent: Wojskowy Instytut Medyczny - Panstwowy Instytut Badawczy
Kierownik: prof. dr hab. n.med. Matgorzata Maria Jerzak
(wyniki prac opisane powyzej w rozdziale o wspotpracy migdzyuczelnianej, str. 33-34 )
b) po uzyskaniu stopnia doktora:
Data: 2018 - 2024
Tytul projektu: “Immunomodulacyjny wplyw bakteriofagow na funkcje komoérek uktadu
immunologicznego”
nr projektu: 2018/31/B/NZ6/03999, OPUS 16, panel: NZ6
Kierownik: dr Ryszard Migdzybrodzki, IIi'TD PAN, Wroctaw
W projekcie badatam wptyw oczyszczonych bakteriofagow Escherichia coli T4 oraz
Staphylococcus aureus A5 w roznych mianach, na produkcje cytokin przez rézne subpopulacje
komorek uktadu odpornosciowego zdrowych dawcéw krwi. Izolowatam z kozuszkow
leukocytarnych rozne grupy komorek, w tym limfocyty (CD3*), pomocnicze Th (CD4%),
cytotoksyczne Tc (CD8"), limfocyty B (CD19%), komorki NK (CD56"CD37), monocyty
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(CD14'CD16"CD33"), a nastepnie badatam efekt fagdéw na produkcije cytokin w hodowlach
w/w populacji komorek z wykorzystaniem platformy Luminex.

Publikacje z projektu: Andrzej Gorski, Ryszard Miedzybrodzki, Ewa Jonczyk-Matysiak,
Monika Kniotek, Stawomir Letkiewicz, Therapeutic Phages as Modulators of the Immune
Response: Practical Implications, Clinical Infectious Diseases, Volume 77, Issue
Supplement_5, 1 November 2023, Pages S433-S439, https://doi.org/10.1093/cid/ciad483
(praca oméwiona powyzej w cyklu prac powstatych we wspotpracy z IITD PAN, Wroctaw)
Udziat w sesji plakatowej na konferencji: Hubert Kasprzak, Monika Kniotek, Andrzej
Gorski, Ryszard Miedzybrodzki, “Studies on the immunomodulatory effects of
bacteriophages on functions of immune cells — a preliminary report”, 5th BIO-Congress -13-
16.09.2023, Szczecin.

Data: 06.2018-12.2020
Tytul projektu: “Wptyw czynnika HIF-a na wiasciwo$ci immunomodulujace ludzkich
komorki mezenchymalnych”
nr projektu: 2017/25/B/NZ6/01380, NCN, Opus13, panel NZ6

Kierownik: prof. dr hab. n.med. Leszek Paczek,

Beneficjent: WUM
Publikacja z wynikéw projektu: Dymowska M, Aksamit A, Zielniok K, Kniotek M, Kaleta B,
Roszczyk A, Zych M, Dgbrowski F, Paczek L, Burdzinska A. Interaction between Macrophages
and Human Mesenchymal Stromal Cells Derived from Bone Marrow and Wharton's Jelly-A
Comparative Study. Pharmaceutics. 2021 Nov 1;13(11):1822. doi:
10.3390/pharmaceutics13111822. PMID: 34834238; PMCID: PMC8624657

Celem pracy byla porownawcza analiza interakcji pomigdzy ludzkimi
mezenchymalnymi komoérkami zregbu (MSC) pochodzacymi ze szpiku kostnego (BM-MSC)
oraz z galarety Whartona pgpowiny (WJ-MSC) a makrofagami ludzkimi réznicowanymi z
monocytéw krwi obwodowej in vitro. Badania skupily si¢ na ocenie wptywu MSC na fenotyp,
profil cytokinowy i funkcj¢ makrofagow. W projekcie wykonywatam analizy ekspresji
markerdw powierzchniowych, w tym CD80, CD86, CD163, CD206, ktére potwierdzilty
przesunigcie fenotypowe w strone makrofagow M2. Wnioski z pracy wskazuja, ze pochodzenie
MSC ma istotne znaczenie dla ich wlasciwosci immunomodulacyjnych i1 zdolnosci do
reprogramowania makrofagow. Wyniki te mogg mie¢ praktyczne zastosowanie w terapii

komorkowej chorob zapalnych, autoimmunologicznych oraz w medycynie regeneracyjnej.
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Data: 20.08.2014-20.09.2018

Tytul projektu: Przeciwwirusowe wlasciwosci bakteriofagéw” (Antiviral activity of
bacteriophages),

nr projektu: 2013/11/B/NZ1/02107, NCN,Opus 6, panel: NZ1

Kierownik: prof. dr hab. n.med. Andrzej Gorski, WUM

Publikacje wynikéw projektu: Gorski A, Miedzybrodzki R, Borysowski J, Dgbrowska K,
Wierzbicki P, Ohams M, Korczak-Kowalska G, Olszowska-Zaremba N, Lusiak-Szelachowska
M, Ktak M, Jonczyk E, Kaniuga E, Gotas A, Purchla S, Weber-Dgbrowska B, Letkiewicz S,
Fortuna W, Szufnarowski K, Pawetczyk Z, Rogoz P, Kltosowska D. Phage as a modulator of
immune responses: practical implications for phage therapy. Adv Virus Res. 2012; 83:41-71.

(Praca omowiona powyzej w cyklu prac powstatych w wspotpracy z IITD PAN, Wroctaw)

Data: 09.2013-09.2016
Tytul projektu: Selenowane polisacharydy - badania nad biosynteza i zaleznoscig pomiedzy
strukturg a aktywno$cig immunologiczng (Selected polysaccharides-studies and biosynthesis
and the relationship between structure and immunological activity)
nr projektu: 2013/09/B/NZ7/03978, NCN, OPUS 5, panel:NZ7

Kierownik: prof. dr hab. n.med. Jadwiga Turlo , WUM
Publikacje wynikoéw projektu: Kaleta, B.; Roszczyk, A.; Zych, M.; Kniotek, M., Zagozdzon, R.;
Klimaszewska, M.; Malinowska, E.,; Pac, M.; Turlo, J. Selective Biological Effects of Selenium-
Enriched Polysaccharide (Se-Le-30) Isolated from Lentinula edodes Mycelium on Human
Immune Cells. Biomolecules 2021, 11, 1777.
W projekcie okreslajgcym immunomodulacyjny wplyw selenowanych polisacharydow (Se-Le-
30) oceniatam aktywnos$¢ komoérek NK izolowanych od zdrowych dawcoéw krwi przed i po
hodowli z polisacharydem. Polisacharyd obnizat lub podwyzszat aktywno$¢ tych komorek w
zaleznos$ci od ich stanu wyjSciowego. Wyniki badan wskazywaty na potencjalne zastosowanie

Se-Le-30 jako bezpiecznego, naturalnego regulatora odpowiedzi immunologicznej.

6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz

popularyzujacych nauke lub sztuke

Od poczatku pracy, tzn. od 2001 r., prowadze w Zakladzie zajecia dydaktyczne dla studentow
medycyny IV i VI roku (Wydziat Lekarski), studentow studiow anglojezycznych Il 1 IV roku
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(Wydziat English Division), a takze seminaria z Immunopatologii dla studentow IV roku
Analityki Medycznej Wydziatu Farmaceutycznego WUM.

Bytam promotorem i opiekunem naukowym prac magisterskich powstatych w ramach projektu
Sonata 8, pt.: "Ocena stezen cytokin wytwarzanych przez limfocyty Thl/Th2/Thl7 u kobiet z
poronieniami nawykowymi oraz ocena wplhywu cytrynianu sildenafilu na wytwarzanie cytokin
w odpowiedzi Th1/Th2/Thl1.7" oraz "Wplyw cytrynianu sildenafilu na ekspresje KIR2DLI,
NKG2A, LILRB-1,-2 na idNK, oraz na indukcje pbNK do idNK. Porownanie ekspresji CD9,
CDA49a, CD158a, CD159a, CD85d, CD85j na idNK miedzy grupg kontrolng a grupg kobiet z
poronieniami nawykowymi." Dalsze prace ze studentami/doktorantami obejmowaty pomoc i

nadzorowanie ich pracy badawczej oraz publikacji wynikéw z rozpraw doktorskich.

0d 2018 - 2022 roku dzieki doswiadczeniu w walidacji metod diagnostycznych w ramach pracy
magisterskiej, gdzie przeprowadzitam walidacje testu “BAT - Test aktywacji bazofili” (ktory
trafit do paneli diagnostycznych), oraz tytulowi Diagnosty Laboratoryjnego, zatozytam i
prowadzitam zespdt diagnostyczny Pracowni Diagnostyki Immunologicznej ZIK. Prace
diagnostyczne zaowocowatly publikacja moja i doktorantow analityki medycznej: Roszczyk,
A., Zych, M., Soldacki, D., Zagozdzon, R., & Kniotek, M. J. (2024). Reference values of
lymphocyte subsets from healthy Polish adults, Cent Eur J Immunol, 49(1), 26-36. Wraz z
doktorantami stworzyliSmy zakresy wartoéci referencyjnych dla gtownych populacji i
subpopulacji limfocytow B oraz T, u zdrowych polskich dorostych dawcow krwi, z
uwzglednieniem podziatu na pte¢. WykazaliSmy istotne roznice dotyczace zaréwno liczby
bezwzglednej, jak 1 procentowego udziatu limfocytow obwodowych zalezne od pici.

Jako diagnosta prowadzitam badania oceny funkcji uktadu immunologicznego dla pacjentow
Klinik UCK WUM, innych szpitali, oraz prywatnych klinik leczenia nieptodnosci; wyniki tych
badan czg¢sto byly wykorzystywane w pracach naukowych.

W ramach wspoélpracy z laboratorium Cytolab, Katowice, opracowalam oraz walidowatam
metode cytometryczng oceny mieszanej hodowli limfocytow - MLR, wykorzystywang u
pacjentek z niepowodzeniem rozrodu do oceny dzialania immunoterapii (alternatywa dla
metody izotopowej).

W latach 2001-2017 jako Inspektor Ochrony Radiologicznej (IOR-1) szkolitam i
nadzorowatam prace pracownikow oraz studentéw kota naukowego w bezpiecznej pracy ze
zwigzkami zawierajagcymi izotopy pierwiastkow promieniotworczych (H-3, J-125) oraz prace
z wysokoaktywnym zrodtem promieniowania (Cs137). Opracowatam dokumentacjg pracowni,

zdobywalam zezwolenia na prace ze zrodlami promieniowania i certyfikacje pracowni
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nadawane przez Panstwowa Agencje Atomistyki. W pracowniach izotopowych
nadzorowanych i prowadzonych przeze mnie zrealizowano liczne projekty badawcze oraz
badania diagnostyczne. Prace powstate z badan zostaly nagrodzone Nagrodami Rektora (np.:
Bajor, Ma/gorzata et al. “Targeting peroxiredoxin 1 impairs growth of breast cancer cells and
potently sensitises these cells to prooxidant agents.” British Journal of Cancer vol. 119,7
(2018): 873-884.)

Od 2015 roku, jestem recenzentem prac naukowych w mig¢dzynarodowych czasopismach,
takich jak: The Journal of Obstetrics and Gynecology, Biology of Reproduction, Reproduction,
Cytokine, International Journal of Medical Sciences, Journal of Immunology Research, Central
European Journal of Immunology.

Bylam takze recenzentem naukowym abstraktow przestanych przez studentow na XIX
Migdzynarodowy Warszawski Kongres Medyczny, 12-14.04.2024, WUM, Warszawa.
Aktualnie jako goscinny redaktor International Journal of Molecular Sciences (MDPI)
nadzoruj¢ proces publikacji tresci na forum mig¢dzynarodowym w zakresie immunologii
rozrodu.

Jako uczestnik 33 konferencji i zjazdéw naukowych, krajowych i zagranicznych propagowatam
moje osiggnigcia naukowe i wyniki badan, jak i prowadzitam wyktady naukowe na zaproszenie
podczas zagranicznych konferencji (szczegdtowa lista konferencji ponizej, rozdz. 6.2.).

Stale podnosze swoje kwalifikacje naukowe i dydaktyczne oraz jako diagnosta laboratoryjny
regularnie uczestniczac w konferencjach naukowych, szkoleniach oraz kursach doszkalajacych

dla diagnostow.

6.1. Nagrody i dyplomy

a) po uzyskaniu stopnia doktora nauk
24.11.2025 - Nagroda Rektora WUM zespotowa Il1-go stopnia, za publikacj¢ wynikow,
ktore postuzyly do zdobycia finasowania nowego projektu w ramach The European
Partnership for Personalised Medicine,
09.2024 — Nagroda Rektora WUM zespotowa |1-go stopnia za osiagni¢cia naukowe, za
prace pogladowa nt. fagow jako modulatoréw odpowiedzi immunologiczne;j,
09.2024 — Nagroda Rektora WUM zespotowa Ill-go stopnia, za badania
rozpuszczalnych form immunologicznych punktéw kontrolnych 1 ich ligandow w

przebiegu ciazy,
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14.04.2023- Nagroda Rektora WUM za zrealizowanie projektu NCN, Sonata 8, z oceng
NCN bardzo dobra.

09.2018 — Nagroda Rektora WUM zespotowa I1-go stopnia za publikacje

Bajor, M., Zych, A. O., Graczyk-Jarzynka, A., Muchowicz, A., Firczuk, M., Trzeciak,
L., Gaj, P., Domagala, A., Siernicka, M., Zagozdzon, A., Siedlecki, P., Kniotek, M.,
O'Leary, P. C., Golab, J., & Zagozdzon, R. (2018). Targeting peroxiredoxin 1 impairs
growth of breast cancer cells and potently sensitises these cells to prooxidant agents.
British journal of cancer, 119(7), 873-884.

22.04.2017 - Wyrodznienie za publikacje “Successful pregnancy after Intralipid addition
to sildenafil and enoxaparin as a treatment of recurrent implantation failure”, Jerzak
M, Szafarowska M, Kniotek M, Gorski A. - Annual Conference in reproductive
medicine Recurrent implantation failure: A journey into deep understanding, Mediolan,
Wiochy

b) przed uzyskaniem stopnia doktora nauk

23-27.10.2010 doniesienie ustne nagrodzone przez Reproductive Immunology SIG
Prize Paper Award Jerzak Matgorzata, Klochowicz M., Gorski A., Baranowski W.
Etanercept immunotherapy in women with history of recurrent miscarriage. Fertil.
Steril. 2010: Vol. 94, nr 4 Suppl., s. S46 Taking Reproductive Medicine to New Heights!
ASRM 2010, Denver, Colorado, USA.

8.11.2004 - Nagroda Rektora indywidualna za prace naukowe dotyczace oryginalnych

nowych badan nad oddziatywaniem bakteriofagéw z uktadem odporno§ciowym

6.2. Propagowanie tresci naukowych na konferencjach i zjazdach naukowych.

l.
1.

Wyktady na zaproszenie na konferencjach:

M. Kniotek: “HLA-histocompatibility - Recipient-donor Selection”, Autoimmune,
allergy, immunodeficiency and immunological havoc: modern diagnostic and
treatment, 28.11.-01.12. 2018, Danylo Halytskyi Lviv National University Lwow,
Ukraina.

M. Kniotek: “Wybrane Metody Immunodiagnostyczne u Kobiet Z Nawracajacymi
Poronieniami”, X international Christmas readings in Clinical immunology and
Allergology in Lviv «COVID-19, long-COVID-19, post-COVID-19: their multiplicity
and immune disorders», Ukrainian Society of Immunologists, Allergists,
Immunorehabilitologists, Danylo Halytskyi Lviv National University and Shevchenko
Scientific Society Medical Commission. 9-10.12.2021, Lwow, Ukraina
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3.

M. Kniotek: “The Role of Immune Checkpoints Controlling Trophoblast Invasion and
Development of a Physiological Pregnancy: ICPs as Potential Biomarkers and
Therapeutic Agents in Recurrent Pregnancy Loss”- International Conference on

Immunology and Vaccination, 25-26.11.2024, Zurich, Switzerland

. Wystapienia ustne — prezentacja wynikow badan:

A. Roszczyk, M. Zych, M. Kniotek, B. Kaleta, R. Zagozdzon, Sildenafil Citrate May
Decrease Production Of Tnfa In Healthy Men T Lymphocytes, IV Zjazd Naukowy
Polskiego Towarzystwa Biologii Medycznej "Biologia-Medycyna-Terapia 22-25-05-
2019, Szczawnica.

M. Zych, M. Kniotek, A.Roszczyk, R. Zagozdzon, Expression Of Inmune Checkpoints
On Lymphocytes From Women With Pregnancy Loss, As A Point Of Potential Therapy,
IV Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Biologii Medycznej "Biologia-Medycyna-
Terapia 22.05 - 25.05.2019, Szczawnica.

M. Kniotek, Surface Immune Checkpoints As A Potential Biomarker In Pregnancy And
Idiopathic Recurrent Pregnancy Loss, XVI1II Kongres PTIDiK Polskiego Towarzystwa
Immunologii Do$§wiadczalnej 1 Klinicznej, 16 — 18.05.2024, Biatystok, Polska

M. Zych, M. Kniotek, F. Dabrowski, A. Roszczyk, R. Zagozdzon, The Influence Of
Sex Hormones On The Immune Checkpoints' Expression In Recurrent Pregnancy Loss
And Pregnant Women, Iffs World Congress 2025 (IFFS2025) - 26-29.04.2025, Tokyo,
JAPAN

Prezentacje na sesjach plakatowych:

M. Kniotek, AMA Ahmed, K. Dabrowska, K. Switata-Jelen, A. Opolski, A. Gorski,
Bacteriophages interactions with T cells and platelets, Cytokine Network, Regulatory
Cells, Signalling, and Apoptosis, Immunology 2004, p.189- 194, 12th International
Congress of Immunology and 4t Annual Conference of FOCIS, Montreal, Canada, July
18-23, 2004

M. Kniotek, B. Weber-Dabrowska, K. Dabrowska, K. Switata-Jelen, J. Boratynski, M.
Wiszniowski, W. Glinkowski, I. Babiak, A. Gorecki, M. Nowaczyk, A. Gorski, Phages
as immunomodulators of antibody production Genomic Issues, Immune System,
Activation and Allergy, Immunology 2004, p.33-37, 12th International Congress of
Immunology and 4th Annual Conference of FOCIS, Montreal, Canada, July 18-23,2004
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7.

10.

11.

12.

13.

14.

M. Jerzak, M. Kniotek, A. Gorski, W. Baranowski, Jerzak M., Immunotherapy
regulates immune activity in women with the history of recurrent spontaneous abortion,
Psychosomatic Obstetrics and Gynaecology, Immunology 2004 p. 295-299,14th
International Conference of Psychosomatic Obstetrics and Gynaecology, Edinburgh
Scotland May 16-19,2004

P. Wierzbicki, M. Nowaczyk, J. Wyzgal, D. Klosowska, M. Kniotek, 1. Podobinska, A.
Chmura, L. Paczek, M. Lao, A Gorski, Intracellular cytokine synthesis by T cells of
renal allograft recipients with a viral infection, Cytokines, Immunology 2004, p.279-
284, 12th International Congress of Immunology and 4th Annual Conference of FOCIS,
Montreal, Canada, July 18-23,2004

E. Krawczyk, M. Przybylski, A. Majewska, M. Kniotek, M. Nowaczyk, M. Luczak,
Przeciwwirusowe i immunotropowe oddziatywanie pochodnych naturalnych
seskwiterpendw oraz taksolu, Postepy Mikrobiologii, supl 1(43) p.113, 2004, XXV-
Jubileuszowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikrobiologdéw, 23-25.09.2004

Gorski A, Weber-Dabrowska B., Switala-Jelen K., Opolski A., Nowaczyk M., Kniotek
M., Gorczyca W., Przerwa A., Nowe perspektywy terapii fagowej, XXV-Jubileuszowy
Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw, 23-25.09.2004

E. Krawczyk, M. Kniotek, A.Majewska, M.Nowaczyk, M.Luczak, Antiviral and
immunotropic effects of two derivatives of isolactarorufin, a sesquiterpene isolated from
Lactarius mushroom - Second European Congress of Virology, EuroVirology, Madryt,
Hiszpania, 5-9.09.2004

A. Gorski, B. Weber-Dabrowska, K. Dabrowska, A. Opolski, R. Migdzybrodzki, K.
Switata--Jelen, J. Boratyfiski, M. Nowaczyk, M. Kniotek, P. Wierzbicki, The New
Phage Biology: Clinical phage therapy: present and future, Key Biscayne, USA
American Society for Microbiology Conference, 01-08.08.2004

M. Jerzak, M. Kniotek, N. Stachowicz, A. Goérski, W. Baranowski, Impaired uterine
blood flow can predict increased natural killer cell activity in women with a history of
recurrent pregnancy loss” — Am J Reprod Immunol, 2004, 51, pp.:477-478- European
Congress of Reproductive Immunology. Pilsen, Czech Republic, 30.06-3.07.2004

M. Jerzak, M. Kniotek, N. Stachowicz, A. Gorski, W Baranowski, Sildenafil does not
influence natural killer cell activity in women with a history of recurrent spontaneous
abortion, Am. J. Reprod. Immunol., 2005, Vol. 53, nr 6, s. 290-291, American Society
for Reproductive Immunology 25th Anniversary Meeting, Providence, Rhode Island
June 16-18, 2005
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. M. Jerzak, M. Kniotek, A. Gorski, W. Baranowski., Tytul: Zastosowanie blokeréw
czynnika martwicy nowotworow alfa (TNF-alfa) w profilaktyce poronien nawykowych
- doniesienie wstepne, Ginekologia Polska 2006, 77, Supl. 1, s. 24, Konferencja: Polskie
Towarzystwo Ginekologiczne, Poznan, -09.02.2006.

M Jerzak, M. Kniotek, J. Mrozek, N. Stachowicz, A. Gorski, W Baranowski, Sildenafil
does not influence natural killer cell activity in women with a history of recurrent
spontaneous abortion, Second Embic Summer School, "Molecular Mechanisms of
Implantation”, s.34, EMBICS, University of Pecs, Hungary/July 1st - July 4th, 2006

M Jerzak, M. Kniotek, J. Mrozek, S. Stachowicz, A. Gorski, W Baranowski, Sildenafil
decreased NK cell activity and promoted successful pregnancy in women with a history
of RSA. The 9th World Congress on Controversies in Obstetrics Gynecology &
Infertility, Program & Abstracts, s.53; Barcelona, Spain, March 22-25, 2007

M. Klochowicz, G. Korczak-Kowalska, D. Klosowska, P. Wierzbicki, B.Weber-
Dabrowska, A.Gorski, The influence of T4, T2, HAP-1 and PsF-8 bacteriophages on
human Natural Killer cells — Druga Polsko-Ukrainska Konferencja, Mikrobiologia w
XXI wieku, ku pamieci Profesora Rudolfa Stefan Weigla (1883-1957), 24-26 wrze$nia,
2007, Warszawa

M. Jerzak, T. Niemiec, M. Klochowicz, A. Goérski, W. Baranowski, Successful
pregnancy after etanercept immunotherapy in women with a history of recurrent
miscarriage, American Journal of Reproductive Immunology, 2008.06.11, Vol. 59, nr
6, s. 476; Chicago, USA

M. Klochowicz, G. Korczak-Kowalska, D. Klosowska, P. Wierzbicki, B. Weber-
Dabrowska, Andrzej Gorski, The effects of T4, T2 and HAP-1 bacteriophages on human
NK cell activity in vitro, XII Zjazd Polskiego Towarzystwa Immunologii Klinicznej i
Doswiadczalnej, Krakéw, 8-10.06.2008,

P. Pigtkiewicz, A. Czech, M. Kniotek, M. Nowaczyk, Badania nieswoistej odpowiedzi
immunologicznej na modelu komoérek NK krwi obwodowej 0s6b zdrowych oraz osob
ze $§wiezo rozpoznang cukrzyca typu 2, IV Karpacka Konferencja Diabetologiczna,
Krakoéw, 215-18.05.2008

M. Jerzak, M. Klochowicz, A. Gorski, W. Baranowski, “Etanercept immunotherapy in
women with a history of recurrent miscarriage” 5 zjazd Fertility and Sterility, ASRM,
6.09.2010, USA

A. Gorski, R. Miedzybrodzki, J. Borysowski, P. Wierzbicki, M. Kniotek , Korczak-
Kowalska G, Lusiak-Szelachowska M, Gotas A, Weber-Dabrowska B, Letkiewicz S,

46



1520
1521
1522
1523
1524
1525
1526
1527
1528
1529
1530
1531
1532
1533
1534
1535
1536
1537
1538
1539
1540
1541
1542
1543
1544
1545
1546
1547
1548
1549
1550
1551
1552
1553

24,

25.

26.

27.

28.

29.

Fortuna W, Szufnarowski K, Pawelczyk Z, Rog6z P, Ktosowska D. Immunomodulating
effects of phage: new avenues for phage therapy? Phages 2011: Bacteriophage
Applications, 19-21 wrzesnia 2011 r, Oxford, Wielka Brytania

Postepy w profilaktyce i leczeniu zakazen bakteryjnych: terapia fagowa — podstawy i
mozliwosci zastosowania — IITD PAN Wroctaw, 03.12.2016, Warszawa

M. Kniotek, M. Zych, A. Roszczyk, M. Jerzak, The influence of sildenafil citrate on
production of cytokines in women with recurrent pregnancy loss, XVI Zjazd Polskiego
Towarzystwa Immunologii Do§wiadczalnej 1 Klinicznej, 8-10.06.2017, Warszawa

M. Kniotek, A. Roszczyk, P. Wierzbicki, D. Klosowska, M. Jerzak, The influence of
sildenafil citrate on KIR expression on induced decidual NK cells, XVI Zjazd Polskiego
Towarzystwa Immunologii Do§wiadczalnej i Klinicznej, 8-10.06.2017, Warszawa
Hubert Kasprzak, Monika Kniotek, Andrzej Gorski, Ryszard Migdzybrodzki, “Studies
on the immunomodulatory effects of bacteriophages on functions of immune cells — a
preliminary report”, 5th BIO-Congress -13-16.09.2023, Szczecin

M. Zych, M. Kniotek, F. Dabrowski, A. Roszczyk, R. Zagozdzon, The influence of sex
hormones on the immune checkpoints' expression in recurrent pregnancy loss and
pregnant women, 7th European Congress of Immunology — Conquering Challenges in
Immunology, ECI 2024, 01 - 04.09.2024, Dublin, Irlandia

M. Zych, A. Roszczyk, F. Dabrowski, R. Zagozdzon, L. Paczek M. Kniotek, “Sex
Hormone-Mediated Modulation of Immune Checkpoints in Pregnancy and Recurrent
Pregnancy Loss” European Society of Clinical Cell Analysis - ESCCA, 17-20.09.2025,
Montpellier, France

Konferencje naukowo-szkoleniowe:

Transplant Histocompatibility Workshop — The University of Texas, Medical School at
Houston and Department of General and Transplantation Surgery, Warsaw Medical
School, 09.05.2005, Warszawa

Seminarium szkoleniowe “Auditor Wewngtrzny Systemu Jakosci” Przedsigbiorstwo
Doradczo - Wdrozeniowe MS QUALITY, 6-7.06.2005, ZIK WUM, Warszawa
Immunologia i Immunoterapia —warsztaty cytometryczne - AM Lublin, 27.09.2006,
Kazimierz Dolny

Il Sympozjum naukowo - szkoleniowe “Zywy Dawca Nerki” - zorganizowane przez
Katedre 1 Klinike Chirurgii ogdlnej i Transplantacyjnej, Instytut Transplantologii im. T.
Orlowskiego, WUM, 28-29.09.2012, Warszawa

47



1554
1555
1556
1557
1558
1559
1560
1561
1562
1563
1564
1565
1566
1567
1568
1569
1570
1571
1572
1573
1574
1575
1576
1577
1578
1579
1580
1581
1582
1583
1584
1585

10.

11.

12.

13.

14.

Principles of Flow Cytometry - Expert Cytometry, Laboratorium Cytometrii
Przeptywowej Katedry 1 Zakladu Podstaw Nauk Medycznych Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu oraz Pracowni Immunologii Klinicznej i Eksperymentalnej
Katedry Immunologii Collegium Medicum w Bydgoszczy, UMK w Toruniu. Kurs pod
patronatem Polskiego Towarzystwa Cytometrii (PTC), 11-12.10.2018, Wroctaw

IIT Flow Cytometry Conference “Practical Cytometry” - Expert Cytometry- ExCyte,
Beckman Coulter, Immbionic sp z 0.0. oraz Katedra Immunologii CM UMK,
Bydgoszcz, 2019, Polska

"Cytometria Przeplywowa - Mate jest pickne", Immbionic sp z o.0. oraz Katedra
Immunologii CM UMK, 23-24.11.2023, Bydgoszcz, Polska

IX Konferencja Naukowo-Szkoleniowa ,,Stare i nowe patogeny — aktualne problemy”,
Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej, 16 -
17.02.2024, Lublin, Polska

IV Konferencja online “Immunologia Rozrodu”, ProCreatio, 1-2.03.2024

Kurs KIDL: “Kursy podnoszace kwalifikacje kadry medycznej udzielajacej $wiadczen
zdrowotnych w tym w zwiagzku z choroba zakazna w szczeg6lnosci COVID-19” w
ramach programu operacyjnego —01.01.2022 - 31.12-.023, Warszawa, Polska
Neuroimmunologia w praktyce — gdzie jestesmy i dokad zmierzamy - konferencja
online”, Polskie Towarzystwo Neurologiczne - 19 — 27.10.2023, Polska

Advancing Science and Translational Research with Bioluminescent Technologies -
Discover Glo 2025, Promega — 22.05.2025, Warszawa, Polska

FarU Immunology Meeting, Intercollegiate Faculty of Biotechnology, Spotkanie w
ramach Polskiego Towarzystwa Immunologii Do$wiadczalnej i Klinicznej - 7.06.2025,
Gdansk, Polska

Virtual Prague School on Flow Cytometry Advanced Applications in Hematology and
Immunology, ESCCA - 20-23.10.2025, Praga, Czechy
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