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Recenzja

Oddano mi do recenzji manuskrypt rozprawy doktorskiej magister inzynier Karoliny
Piekarskiej pod tytulem “Rola KIR, ich ligandéw HLA-C i HLA-G oraz aminopeptydaz
siateczki $rédplazmatycznej w nawracajgcych niepowodzeniach implantacji zarodka po
zaptodnieniu pozaustrojowym”.

Rozprawa doktorska zostata wykonana w Laboratorium Immunogenetyki i Immunologii
Tkankowej Zaktadu Immunologii Klinicznej Instytutu Immunologii i Terapii DoSwiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk. Promotorem pracy byia doktor habilitowana
Izabela Nowak.

Badania byly wspoffinansowane przez Narodowe Centrum Nauki w ramach projektow
grantowych Opus oraz Preludium. Projekt Opus byt kierowany przez Promotorke doktoratu,
doktor habilitowang Izabele Nowak natomiast Projektem Preludium kierowata doktorantka.
Nalezy podkresli¢, ze jest to przyktad wzorowej wspoipracy pomigdzy promotorem a miodymi
kadrami naukowymi nad rozpoczeciem drogi naukowej i dalszym rozwojem naukowym. W
latach 2017-2022 czesci wynikéw pracy zostaly opublikowane w czasopismach z Impact
Factorem, takich jak Archivum immunologiae et Therapiae Experimentalis, Frontiers of
Immunology czy Journal of Assisted Reproduction and Genetics. Wér6d tych czasopism Journal
of Assisted Reproduction and Genetics mozna zaliczy¢ do czasopism o $redniowysokim impact
Factor (IF=7.561). We wszystkich pieciu pracach doktorantka byta poczgtkowo drugim, a



p6Zzniej pierwszym autorem co wskazuje na dominujgcy udziat autorki w powstaniu tych
publikacji oraz bardzo wysokg warto$¢ naukows i jako$é rozprawy doktorskiej.

Rozprawa doktorska skiada sie z dwoch czesci, tj. zeszytu zasadniczego liczgcego 219
stron i Suplementu liczacego 80 stron. Tres¢ pracy poprzedzona jest streszczeniem w jezyku
polskim i angielskim oraz wykazem skrotow stosowanych w pracy i skiada sie z kilku
klasycznych rozdziatow takich jak: Wstep, Zalozenia i cele pracy, Materialy i metody, Wyniki,
Dyskusja a nastepnie Whnioski. Na zakoriczenie pracy sporzadzono spis rycin i tabel
zamieszczonych w pracy oraz wykaz pi$miennictwa. Praca zawiera 56 rycin i 44 tabele w swojej
czesci zasadniczej. Suplement obejmuje 23 uzupelniajgce tabele, ktorych tres¢ zawiera
czestosci genow, czestosci genotypéw u os6b badanych, a takze czestosci kombinaciji uktadéw
genetycznych pomiedzy kobietami poddanymi zabiegowi zaptodnienia pozaustrojowego a ich
partnerami. Wykaz pi$miennictwa obejmuje 376 prawidiowo wyselekcjonowanych pozyciji
aktualnej literatury, w wiekszosci z lat 2012-2022. Proporcje zawarto$ci tre$ciowej
poszczegobinych rozdziatow s3 rozsadne, a dodatkowo nalezy podkresli¢, ze wykonano bardzo
duzg liczbe badan zaréwno genetycznych jak i stezen poszczeg6inych komponentow
biatkowych.

Temat wybrany przez doktorantke jest bardzo wazny. Dotyczy on leczenia malzeriskiej
nieptodno$ci metodg zaplodnienia pozaustrojowego. Nieptodnos¢ jest nie tylko nasilajgcym sig
problemem medycznym, ale i spotecznym. Zalozenia pracy zostaty sformutowane w
interesujgcy sposo6b, bowiem dotyczyly one poszerzenia naszej wiedzy w zakresie
genetycznych i biatkowych wyznacznikéw implantaciji zarodka w macicy podczas procedury in
vitro fertilization (IVF), czyli zaptodnienia pozaustrojowego.

Giéwnym celem pracy byla ocena zwigzku polimorfizmu genéw KIR i ich ligandéw HLA-
C i HLA-G oraz aminopeptydaz ERAP1 i ERAP2 z nawracajgcymi niepowodzeniami implantaciji
zarodka po zaptodnieniu pozaustrojowym. Doktorantka postawita sobie réwniez ambitne cele
dodatkowe takie, jak zbadanie stezenia czgsteczek biatkowych aminopeptydaz ERAP1 i ERAP2
w osoczu krwi u kobiet przystepujgcych do zaplodnienia in vitro. Celem bylo réwniez zbadanie
stezenia rozpuszczalnych czasteczek HLA-G w osoczu kobiet przystepujgcych do zaplodnienia
in vitro. Co istotne, badania te przeprowadzono zaréwno przed rozpoczeciem procedury IVF,
jak i po przeprowadzeniu tej procedury, co jest oryginalnym ujeciem na skale Swiatowa.
Dodatkowo podijeto sie préby oceny roli rozpuszczalnych czasteczek sHLA-G w meskiej
nieplodnoéci. Stezenia rozpuszczalnych czgsteczek HLA-G badano w nasieniu mezczyzn,
partneréw kobiet przystepujacych do zaptodnienia IVF. Zbadano réwniez korelacje tych stezen



z parametrami genetycznymi takimi jak haplotypy i diplotypy HLA-G u mezczyzn, partneréw
badanych kobiet.

Materiat do badan pochodzit z renomowanych klinik zajmujgcych sie leczeniem
nieptodnosci z Lodzi, Rzgowa, Wroclawia i Warszawy, a pary rodzicielskie byly kwalifikowane i
prowadzone przez doswiadczonych lekarzy. Grupe badang stanowito 496 kobiet i ich partnerzy
zakwalifikowani do IVF, a grupa kontrolna obejmowata 385 ptodnych kobiet i ich partneréw. Do
realizacji postawionych celéw doktorantka uzyla badan przy zastosowaniu nowoczesnych
metod biologii molekularnej i badan w systemie ELISA, wéréd ktorych nalezy wymienic¢
genotypowanie KIR; genotypowanie HLA-C na poziomie grup C1 i C2 i genotypowanie
polimorfizmu insercji/delecji w genie HLA-G metodami PCR-SSP, a takze genotypowanie SNP
w genach HLA-G, ERAP1 i ERAP2 metodami PCR w czasie rzeczywistym (real-time PCR, RT-
PCR). Badania RT-PCR HLA-G byly potwierdzane w o$rodku Instytutu Biochemii i Biofizyki
PAN w Warszawie, co potwierdza wysoka wiarygodnos$¢ otrzymanych wynikéw. Metodami
ELISA badano stezenia sHLA-G, biatka ERAP1 i ERAP2 w osoczu krwi obwodowej i nasieniu.
Otrzymane wyniki badan i przedstawione sprawozdania $wiadczg o umiejetnym postepowaniu z
materiatem badawczym i doskonalym opanowaniu przez doktorantke warsztatu badan
molekularych i biatkowych.

W analizie statystycznej zastosowano szereg testéw statystycznych, takich jak test
Fishera, Chi-kwadrat, t-Studenta, Manna-Whitneya, D’Agostino-Pearsona, Kruskala-Wallisa
oraz analize krzywych ROC. Testy te dobierano prawidiowo w zaleznoéci od celu analizy
statystycznej i wlasciwosci danych. Dodatkowo badano istotno$¢ nierbwnowagi Hardy-
Weinberga w genotypach. Oceniono réwniez moc testow statystycznych w zaleznosci od
liczebnosci proby. W kazdym poréwnaniu uwzgledniono poprawke dia poréwnan wielokrotnych
wg. Bonferroniego. Segregacje haplotypow generowano metodg populacyjng przy uzyciu
algorytmu FAMHAP. Opracowanie statystyczne danych uzyskanych w pracy nalezy uznac za w
pelni wiarygodne.

Omowienie wynikow jest obszerne, wielowatkowe i zgodne z zakresem
przeprowadzonych badan. Przedstawione badania sg faktycznie pierwszymi w Swiecie
badaniami o szerokim zakresie analiz dotyczgcych ERAP w kontekscie genéw KIR i HLA. W
ocenie pracy hie spos6b odnieé¢ sie szczegotowo do wszystkich wynikéw otrzymanych przez
Doktorantke i przedstawionych w pracy doktorskiej. Przedstawiam zatem tylko niektére, moim
zdaniem najwazniejsze z nich wraz z oceng, a takze og6line odniesienie do ich naukowego i
klinicznego znaczenia.



W ocenie zwigzku genéw KIR, HLA-C i ERAP u kobiet z nawracajgcymi
niepowodzeniami implantacij zarodka na czoto wybija sie obserwacja iz kombinacja telomerowej
czesci diplotypoéw KIR AA wraz z genotypem HLA-C C2C2 kobiety jest niekorzystna do zaj$cia
w cigze. Natomiast diplotyp KIR Tel BB u kobiet w kombinacji z genotypem HLA-C1C2 partnera
sprzyjat zaj$ciu w cigze i skutecznej implantacji zarodka. Co wiecej, kombinacja zlozona z
diplotypu KIR BB (Cen BB/Tel BB) kobiety i HLA-C1C2 partnera wystgpita wytgcznie w ptodnej
kontroli, co Swiadczy o wybitnie korzystnym wplywie tej kombinacji genotypéw na ptodnosé pary
rodzicielskiej. U kobiet znaczny efekt ochronny przed nieptodnoscig i nawracajgcymi
niepowodzeniami implantacji zarodka (RIF) wykazata kombinacja genotypu GG w miejscu
polimorficznym rs26653 ERAP1 z genotypem HLA-C2C2, natomiast kombinacja GC/HLA-C2C2
predysponowata do RIF. Efekt ochronny zaobserwowano réwniez wtedy, gdy kobieta posiadata
genotyp ERAP1 rs26653 i byta pozytywna pod wzgledem KIR AA natomiast partner byt
homozygota pod wzgledem HLA-C2C2. Pomimo kombinacji genotypu KIR AA matki i HLA-
C2C2 ojca, ktora prowadzita do silnego hamowania doczesnowych komérek NK do wydzielania
cytokin i czynnikow wzrostowych niezbednych do implantaciji i rozwoju zarodka, genotyp GG
miejscu polimorficznym rs26653 ERAP1 wplywat ochronnie.

Spostrzezenia te byly zgodne z modelem, w ktérym inwazja doczesnej przez trofoblast
zarodka i nastepujgca po niej implantacja sg wspomagane przez maciczne komorki NK
stanowigce dominujgcy skiadnik uktadu odpornosciowego doczesnej w fazie lutealnej i w cigzy.
Komoérki NK kobiety o diplotypie KIR BB zawierajg znacznie wiecej aktywujacych receptoréw
KIR niz diplotypy zawierajgce haplotyp KIR A i mogg skuteczniej promowac implantacje, pod
warunkiem oddziatywania z ligandami HLA-C1 lub HLA-C2 na trofoblascie.

U partneréw kobiet z nawracajgcymi niepowodzeniami implantacji zarodka genotyp KIR
Cen Bx (BB lub BA) byl zwigzany z nieco wigkszym ryzykiem niepowodzer rozrodu i czgstszg
niz czesto$¢ spodziewana, koniecznoscia skierowania pary rodzicielskiej do terapii IVF.
Doktorantka ma racje przypuszczajgc, ze moze dochodzi¢ do aktywacji cytotoksycznosci
komorek NK w nasieniu. Zalezno$¢ niepowodzen implantaciji od petnego diplotypu KIR ojca
sugeruje jednak wplyw komérek NK ojca na zaburzenie jakosci spermatogenezy w
uprzywilejowanym immunologicznie obszarze jgdra (transmigracja komérek NK ojca pomimo
bariery krew-jgdro).

W pracy wykazano, ze poszczeg6lne warianty genetyczne aminopeptydaz siateczki
$rodplazmatycznej ERAP w kombinacjach z HLA-C lub KIR mogg wplywac¢ na zmiane
aktywnosci komorek NK doczesnej w zakresie wspomagania przez te komoérki rearanzaciji
naczyn i arteriogenezy, a takze zmiane skutecznosci wytwarzania cytokin i czynnikéw wzrostu,
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co moze powodowac zréznicowanie skutecznosci implantacii i rozwoju zarodka. Oprécz
mechanizmoéw wskazanych przez doktorantke, nalezy zwréci¢ uwage na fakt, ze powinowactwo
aktywujgcych receptorow KIR jest zazwyczaj niskie i znacznie bardziej zalezne od swoistosci
peptydéw prezentowanych w rowku liganda HLA klasy |, niz powinowactwo hamujgcych
receptoréw KIR, ktérych powinowactwo do ligandéw HLA jest zwykle wysokie. Zatem funkcja
wytwarzania przez komoérki NK cytokin i czynnikéw, od ktérych zalezy implantacja jest wysoce
zalezna od repertuaru peptydéw dostrajanych przez aminopeptydazy ERAP.

Niektére haplotypy i diplotypy HLA-G rs1632947G>A - rs1233334G>C/T -
rs371194629ins/del byly zwigzane z nieptodnoscig i zaburzeniami implantacji zarodka.

W pracy potwierdzono fakt, ze czgsteczki biatkowe HLA-G, a zwlaszcza ich
rozpuszczalne formy majg istotne miejscowe dziatanie immunosupresyjne, ktére dziata
ochronnie w stosunku do semialogenicznego trofoblastu i zarodka. Obecno$¢ sHLA-G w
spermie jest korzystna juz na najwcze$niejszym etapie rozwoju zarodka w czasie i po
zaptodnieniu, a zawarto$¢ sHLA-G w osoczu kobiety ochrania zarodek i ptéd w nastepnych
etapach rozwojowych. Mocng strong pracy jest wykazanie istotnych klinicznie zaleznosci
pomiedzy wariantami genetycznymi HLA-G a stezeniem sHLA-G w osoczu i spermie.
Udowodniono, ze stezenie sHLA-G w osoczu i spermie jest istotnie obnizone w przypadku
posiadania przez kobiete lub mezczyzne haplotypu HLA-G G-C-ins lub diplotypu G-C-ins/G-C-
ins, co obniza szanse na skuteczne zaplodnienie.

W pracy wykazano, ze polimorfizm genéw ERAP1 i ERAP2 moze bra¢ udziat w
patogenezie nawracajgcych niepowodzen implantacji podczas IVF, rowniez w kombinacji z
HLA-C. Najwiekszy wplyw na nieptodnos¢ i RIF (recurent implantation faliure) majg
polimorfizmy ERAP1 rs26653 i rs26618 w ukfadzie z allotypem HLA-C2 u kobiet. By¢ moze
polimorfizmy te prowadzg do przycinania zmienionego repertuary peptydow tak, ze kompleksy
MHC-peptyd sg mniej skuteczne w aktywacji doczesnowych komérek NK i nie wystarczajgco
promujg implantacje. W ukladzie kobieta/partner ERAP1 kobiety/HLA-C partnera istotng role
niepowodzeniach implantacji zarodka odgrywajg polimorfizmy rs30187 i rs27044. W ukfadzie
ERAP partnera i HLA-C kobiety istotne znaczenie wykazano dla polimorfizmu rs30187.
Zaobserwowano réwniez zwigzek stezenia wydzielanych biatek ERAP1 i ERAP2 z
nieplodnos$cia u kobiet. Stwierdzono, ze rozpuszczalna forma ERAP2 jest potrzebna do
implantacji zarodka, lecz zbyt wysokie stezenie moze sig¢ przyczyni¢ do poronien. Zatem, za
pomocg krzywej ROC wyznaczono stezenie ERAP2, ktére zwigzane bylo z wystgpieniem
poronienia u pacjentki, co moze mie¢ istotne znaczenie diagnostyczne i kliniczne.



Praca zostala wykonana starannie pod wzgledem niuanséw merytorycznych i
jezykowych, a takze wzorowo opracowana w zakresie edytorskim oraz graficznym tabel i rycin.
Znaleziono tylko nieliczne niedociaggniecia i drobne btedy. Na przykiad, na stronie 167
doktorantka okreslita prawdopodobnie ten sam polimorfizm jako rs2287987, a takze rs2287986
lub rs2278978, co nalezy zweryfikowac¢ podczas publikacji. Na stronie 178 uzyto nieaktualnej
nomenklatury alleli HLA-G, kt6rg nalezatoby przettumaczy¢ na wersje obowigzujacg po roku
2010. Okreslenie “ekspresjonowac” nie jest przyjete w stownictwie genetycznym. Proponuje
postugiwanie sig okresleniem “eksponowacé”, “prezentowac”, ,wykazywa¢ ekspresje” itp. Na
stronie 162 Doktorantka wyraza poglad, ze ,.... Krzyzowa prezentacja peptydéw wiasnych i tych
pochodzacych od patogenéw przez wiasne czasteczki HLA moze prowadzi¢ do
autoimmunizacji”. Stwierdzenie to nalezy uzupeini¢ o informacje, ze chodzi o wlasne peptydy
nie nalezgce do repertuaru ,selfu” immunologicznego. [Uzasadnienie: W stanie zdrowia niemal
wszystkie czasteczki HLA wystepujgce na komoérkach organizmu prezentujg wiasne peptydy.
Prezentacja peptydow wiasnych jest podstawowg przyczyng pozytywnej selekcji limfocytow T w
grasicy i naiwne limfocyty T opuszczajgce grasice posiadajg TCR o niskim powinowactwie do
kompleks6w HLA-wiasny peptyd i na tej zasadzie podlegajg toleryzacji w stosunku do ,selfu”
immunologicznego]. Na stronie 165 autorka stwierdza, ze ,wariant genetyczny rs26618C
znajdujgcy sie na haplotypie ERAP1 ma niskg aktywno$¢ enzymatyczng...”, gdy tymczasem to
produkt biatkowy genu posiada aktywnos$¢ enzymatyczng. Na stronie 169 autorka uzywa
pleonazmu: ... po zapltodnieniu IVF...", podczas gdy skrét IVF zawiera stowo zaplodnienie. Na
stronie 169 autorka zaproponowata hipoteze: ,Wtedy nie nastgpi hamowanie komoérek NK, co
bedzie korzystne dla implantacji zarodka”. Nalezatoby méwi€ raczej o przesunigciu rownowagi
aktywacyjnej, niz o catkowitym braku hamowania komoérek NK. Na stronie 169 autorka
stwierdzila: ,.... na trofoblascie wystepuja czasteczki HLA-C2C2 ojca”, podczas gdy na
trofoblascie moze wystapic tylko jedno C2 ojca. Na stronie 172, drugi akapit koriczy sie
niedokoriczonym zdaniem: ,Nie zawsze wigc”. Nalezy dokoriczy¢ lub usung¢ to sformutowanie.
Na stronie 185 (i w kilku innych miejscach) uzyto okreslenia ,skorelowali”. Nalezatoby raczej
uzy¢ okreslenia: okreslili stopien korelacii.

Drobne bledy i niedociggnigcia nie wplywajg na wysokg wartoS¢ merytoryczng rozprawy
doktorskiej.

Na podstawie wynikéw przeprowadzonych badar doktorantka wyciagneta 4 wnioski w
pelni uzasadnione otrzymanymi wynikami i adekwatne do zatoZzen pracy:



1. Nosicielki genéw dla receptoréw hamujacych KIR z regionu telomerycznego AA
i HLA-C2C2 sg obarczone wyzszym ryzykiem nieplodnos$ci i nawracajgcych
niepowodzen implantacji zarodka;

2. Mezczyzni posiadajgcy zestaw genow dla receptorow aktywujgcych KIR (Cen AB
lub Cen BB) charakteryzujg sie wigkszym prawdopodobienstwem nieptodnosci,
co moze mie¢ wplyw na nieplodnos¢ pary.

3. Niektore polimorfizmy pojedynczego nukleotydu ERAP1 i ERAP2 u kobiet HLA-
C2 pozytywnych, a takze kombinacje ERAP1/HLA-C/KIR w ukiadzie
kobieta/partner, majg zwigzek z nieptodnoscig i RIF. Rozpuszczalna forma
ERAP2 mierzona w osoczu kobiet moze by¢ wskaznikiem przewidujgcym
wystapienie poronienia.

4. Polimorfizmy w regionie promotora oraz 3'UTR genu HLA-G majg zwigzek z
nieptodnos$cig zaré6wno u kobiet, jak i u mezczyzn. Najbardziej niekorzystnym
haplotypem jest uklad G-C-ins (-964G/-725C/+14 pz ins). Polimorfizm genu HLA-
G wplywa na wydzielanie rozpuszczalnej formy sHLA-G i powodzenie cigzy.
Kobiety po stymulacii jajnikow protokotem krétkim (z antagonistg GnRH) i w cyklu
mrozonym majg wieksze szanse na powodzenie cigzy.

Doktorantka wykazata ostrozne podejScie i krytyczng interpretacje wiasnych wynikow,
zwlaszcza w przypadku mniejszej liczebnosci w podgrupach stratyfikacyjnych i w przypadku
wynikow na granicy istotnosci statystycznej. Oprocz przedstawionej powyZzej warto$ci
merytorycznej rozprawy doktorskiej, mozna sie pokusic¢ o wskazanie przyszlych kierunkow
badawczych i praktycznych. Recenzent pragnie zasugerowaé, ze wskazana bylaby dalsza
praca nad wartos$cig diagnostyczng i prognostyczng stezen ERAP2, a zwlaszcza badaniem
dynamiki zmian stezenia ERAP2 w zaleznos$ci od fazy prawidiowo przebiegajgcej cigzy oraz
nad miedzylaboratoryjng standaryzacjg pomiaréw stezenia ERAP2 w osoczu kobiet cigzarnych.
Dziatania te moglyby uscislic warto§¢ pomiaru stezenia ERAP2 jako czynnika prognostycznego
wystgpienia poronienia.

Prace oceniam jako w pelni oryginalng, dojrzatg rozprawe naukowg o bardzo wysokiej
warto$ci merytorycznej, wykonang osobiscie w zakresie badawczym, tekstowym i
merytorycznym. Praca spelnia zar6wno standardy dobrej praktyki laboratoryjnej i lekarskiej, jak i
standardy bioetyczne. Praca spetnia ustawowe wymogi dla rozprawy na stopien doktora.

Przedstawiajgc pozytywng ocene pracy wnosze zatem do Wysokiej Rady Naukowej
Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk o
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dalsze procedowanie przewodu doktorskiego celem nadania mgr inz. Karolinie Piekarskiej
stopnia naukowego doktora.

W zwigzku z wysokg wartoscig merytoryczng rozprawy doktorskiej, nienaganng formg
edytorskg oraz faktem publikacji fragmentéw pracy w formie pigciu artykuldw w recenzowanych
czasopismach wnosze réwniez o uznanie rozprawy za wyrézniajgcg si¢ i nagrodzenie

doktorantki.
/mg florek_



