Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Karoliny Piekarskiej

Rola KIR, ich ligandéw HLA-C i HLA-G oraz aminopeptydaz siateczki
Srodplazmatycznej w nawracajgcych niepowodzeniach implantacji zarodka po
zaplodnieniu pozaustrojowym

W krajach wysoko rozwinietych nieptodno$é¢ dotyczy 15% par. W Polsce okoto
1.2 do 1.5 miliona par moze mie¢ zatem problem z posiadaniem potomstwa. W
okoto 75-80% przypadkéw udaje si¢ zidentyfikowaé przyczyne nieptodnosci. W
pozostalych 25-20% nie jest ona doktadnie znana i dopiero bardzo szeroka
diagnostyka lub wrecz stosowanie metod eksperymentalnych, jeszcze nie
walidowanych klinicznie daje wstgpny poglad na temat mozliwych czynnikéw
patofizjologicznych, ograniczajgcych ptodnosé. Przyjmuje sie, ze w wypadku
nieptodnosci idiopatycznej (o niej tu mowa) znaczenie mogg mieé niepoznane
Jeszcze czynniki natury genetycznej, immunologicznej i psychologicznej.

W pewnym sensie, podobna sytuacja istnieje w przypadku niepowodzen leczenia
nieptodnosci zaawansowanymi metodami rozrodu wspomaganego medycznie.
Najbardziej skuteczna metoda terapeutyczna, ktorg jest zaplodnienie
pozaustrojowe (IVF) pomaga zdecydowanej wickszosci pacjentek i pacjentow,
jednak istnieje grupa, w ktérej mimo przeprowadzenia wielu transferéw
zarodkow nie udaje si¢ doprowadzi¢ do porodu zdrowego dziecka. Mowa tutaj o
nawracajgcych  niepowodzeniach IVF, wséréd ktorych  najwiecej jest
nawracajgcych niepowodzen implantacji (RIF — recurrent implantation failure),
ktore w ok. 50% przypadkéw maja podtoze idiopatyczne. Podobnie jak wyzej,
przyjmuje sig, ze istotne znaczenie maja tutaj czynniki genetyczne (mozliwe
mutacje i polimorfizmy) i (lub wynikajace z nich) funkcjonalne zaburzenia
immunologiczne oraz hematologiczne (trombofilia).

Fakt wielokrotnych niepowodzen IVF jest dla nieplodnych pacjentéw bardzo
frustrujgcy. Niestety medycyna kliniczna oparta o dowody naukowe (EBM) nie
daje na razie ani pacjentom, ani lekarzom jednoznacznych rekomendaciji
dotyczacych dalszego postgpowania. Jest to z jednej strony powodem depresji i
rozstan, a z drugiej prowadzi do stosowania niesprawdzonych klinicznie metod
diagnostyczno-terapeutycznych.
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Jest to tez sytuacja unikatowa, wiadomo bowiem z badan podstawowych, ze
implantacja jest procesem regulowanym immunologicznie przez antygeny
zgodnoéci tkankowej (HLA-C i HLA-G), receptory KIR (killer immunoglobulin-
like receptors), ktére pozwalajg na ich rozpoznanie oraz komorki NK, na ktérych
te receptory sie znajdujg. Jednak nie ma nadal jednoznacznych badaf klinicznych,
dotyczgcych ich znaczenia praktycznego.

Dlatego tez, badania po§wiecone czynnikom odpowiedzialnym za powodzenie
implantacji nalezy uznaé za potrzebne, ciekawe i praktyczne klinicznie. Co
wiecej, puszczajac nieco wodze naukowej fantazji i pozwalajgc sobie na pewne
uogoélnienie, mozna zaproponowaé hipoteze, ze zaburzenia implantacji moga
odpowiadaé nie tylko za RIF ale i za na pozor do$¢ odlegte problemy kliniczne
jak nieptodnoéé idiopatyczna oraz nawracajace straty cigz jawnych klinicznie.

Gléwnym celem pracy byta ocena zwiazku polimorfizmu genéw KIR i ich
ligandéw HLA-C i HLA-G oraz aminopeptydaz siateczki $rédplazmatycznej
ERAP! i ERAP2 (endoplasmic reticulum aminopeptidase) z nawracajgcymi
niepowodzeniami implantacji zarodka po zaptodnieniu pozaustrojowym.
Dodatkowo Doktorantka postawita sobie za cel: 1) zbadanie stezenia
aminopeptydaz ERAP1 i ERAP2 w osoczu krwi u kobiet przystepujacych do IVF
(przed i po procedurze) oraz u kobiet plodnych; 2) zbadanie stezenia
rozpuszczalnego SHLA-G w osoczu krwi kobiet przystgpujacych do IVF oraz
kobiet plodnych oraz 3) skorelowanie genotypu HLA-G badanych kobiet ze
stezeniem jego rozpuszczalnej formy przed i po IVF. Dodatkowo mgr Karolina
Piekarska podjeta probe oceny roli sHLA-G w meskiej nieptodnosci, czyli 4)
zbadania stezenia sHLA-G w nasieniu partneréw kobiet przystgpujgcych do IVF
oraz skorelowania jego stezenia z parametrami nasienia oraz haplotypami
HLA-G.

Badania byly finansowane przez Narodowe Centrum Nauki w ramach grantow:
1) w latach 2015-2020 - OPUS 7, pt.: ,,Zwigzek polimorfizmu genéw KIR,
LILRB oraz ich ligandéw — HLA-C i HLA-G z nawracajgcymi niepowodzeniami
implantacji ~ zarodka po  zaplodnieniu in  vitro”, (nr  projektu:
2014/13/B/NZ5/00273, kierownik prof. Izabela Nowak); oraz 2) w latach 2019-
2022 - PRELUDIUM 15, pt.: ,,Rola aminopeptydaz siateczki $rédplazmatyczne;j
ERAP1 i ERAP2 w nawracajacych niepowodzeniach implantacji zarodka po
zaplodnieniu pozaustrojowym in vitro u pacjentek o réznym statusie
immunologicznym” (nr projektu: 2018/29/N/NZ5/00940), ktorego kierownikiem
byta Doktorantka.



We wstepie Doktorantka definiuje pojecie nieptodnoscei i opisuje metody jej
leczenia, skupiajac si¢ na technikach wspomaganego rozrodu. W dalszej czesci
odnosi si¢ do skutecznosci IVF i nawracajgcych niepowodzeni implantacii,
szczegdlowo opisujac ich etiopatogeneze. Nastepnie czytelnik ma mozliwo$é
zapoznania si¢ z procesem implantacji zarodka i rolg jakg w nim odgrywaja
maciczne komoérki NK oraz limfocyty CD8+ oraz ich wiasciwg funkcjg w
kontek$cie rozpoznawania antygendéw zgodno$ci tkankowej za pomoca
receptorow immunoglobulinopodobnych KIR. Bardzo szczegdlowo opisano
warlanty polimorficzne gendéw KIR, ligandy dla KIR czyli gléwnie HLA-C i
HLA-G, a takze ich zlozone interakcje, ktorych efekty przyzwalajgce na
implantacje zarodka moga by¢ rézne w zaleznosci od wariantu polimorficznego.
Funkcja ta jest takze modulowana przez amninopeptydazy siateczki
srédplazmatycznaj ERAP1 i 2, a wystepowanie roéznych wariantow
polimorficznych genéw dla tych metaloproteinaz i (lub) stezeh tych enzyméw
moze by¢ dodatkowym czynnikiem modulujacym implantacje zarodka, zaréwno
w kontek$cie modyfikacji interakcji wybranych MHC-I z KIR jak i angiogenezy
doczesnowej. W opisie Doktorantka nie pomineta takze roli innych cytokin i
czynnikow wzrostu, ktére mogg mie¢ znaczenie w regulacji procesu implantacji
zarodka.

Rozdzial ten jest na tyle ciekawy, aktualny i wyczerpujacy, ze mogiby stanowié
osobng publikacje pogladows. Wynikajg z niego jasno przedstawione zatozenia i
cele pracy doktorskiej. W tej czgsci pracy moje uwagi dotycza kwestii klinicznych
— braku doprecyzowania omawianych wskaznikow skutecznosei leczenia metoda
IVF - nie wiadomo bowiem czy Doktorantka ma na mysli porody, czy cigze
kliniczne w przeliczeniu na transfer zarodkéw, punkcje czy wskazniki
kumulatywne. Nie wyodrebniatbym takze osobnej procedury ART jaka jest IMSI
(MSOME), ktéra w rzeczywistosci jest wariantem ICSI. Odradzalbym takze
stosowania potocznego terminu ,,bezptodno$¢” zamiast nieptodnosé.

Badania przeprowadzono u blisko 500 par, ktore dysponowaly w trakcie leczenia
w sumie 1859 przeniesionymi zarodkami, w rdéznych cyklach leczenia. W grupie
tej znajdowato sie 283 kobiet z RIF. Niestety nie jest jasne do kofica, jakie byty
kryteria wiaczenia i wylgczenia z badania, a w szczegdlnosci dobdr grupy
pacjentéw bez RIF (skoro spodziewana czgstosé RIF wynosi ok 10%, to w grupie
tej powinno si¢ znajdowaé znacznie wiecej par). W badaniach wykorzystano
metody biologii molekularnej RT-PCR, PCR-SSP (typowanie genéw KIR, HLA-
C, HLA-G 1 ERAP1, ERAP2) i metody immunoenzymatyczne ELISA (stezenia
w osoczu 1 nasieniu rozposzczalnej formy HLA-G (sHLA-G), stezenia w osoczu



ERAP1 i ERAP-2). Wyniki te korelowano ze skutecznoscig rozrodu
wspomaganego (grupa badana) i naturalnego (grupa kontrolna). Do poroéwnan,
korelacji i predykcji zastosowano poprawnie dobrane testy analizy statystycznej.

Wyniki badan swojej pracy doktorantka opublikowala w 5 artykutach o tgcznym
IF wynoszacym 29,089 (!). W publikacjach tych Doktorantka byla czterokrotnie
pierwszym, a jednokrotnie drugim autorem (w 2. publikacji na liscie ponizej
Doktorantka jest rownorzednym pierwszym autorem).
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Badania pozwolily na okreslenie korzystnych i niekorzystnych polimorfizméw
gendéw KIR, HLA-C, HLA-G, ERAP1 i ERAP2 i ich wzajemnych kombinacji w
etiopatogenezie nieptodnodci. Zostaly one bardzo merytorycznie przedstawione,
omoéwione i skonfrontowane z wynikami badan innych autoréw (Autorka cytuje
az 376 pozycji aktualnego pi$miennictwa) na ostatnich 30 stronach pracy.
Doktorantka wyciagneta wnioski, ze 1) nosicielki genow dla receptoréw
hamujacych KIR regionu telomerycznego AA i HLA-C2C2 sg obarczone
wyzszym ryzykiem nieptodnosci i nawracajacych niepowodzen implantacji
zarodka; 2) prawdopodobienstwo nieptodnosci wzrasta réwniez u mezczyzn z
zestawem genow dla receptorow aktywujacych KIR regiondéw centromerycznych
AB i BB; 3) zwigzek z nieptodnoscig majg takze inne niektore SNP ERAPI i
ERAP2 u kobiet HLA-C2 pozytywnych, a takze inne konkretne kombinacje
ERAP1/HLA-C/KIR w ukladzie Kkobieta/partner; 4) pomiary stezen
rozpuszezalne] formy ERAP2 w osoczu kobiet mogg by¢ predyktorem
zagrazajgcego poronienia; oraz 5) niektore polimorfizmy genu HLA-G mogg
mie¢ rowniez zwigzek z nieplodnoscig zarowno u kobiet, jak 1 u mezczyzn,
poniewaz wplywaja na wydzielanie rozpuszczalnej formy sHLA-G i powodzenie
cigzy. Okazato sie takze, ze pacjentki po kontrolowanej hiperstymulacji jajnikow
antagonist4 GnRH 1 po transferze zarodkéw przechowywanych (tzw.



"mrozonych”) maja wieksze szanse na powodzenie cigzy niz przy innych
schematach stymulacji lub przygotowania do transferu zarodkow.

Swietnym pomystem okazato si¢ przedstawienie najwazniejszych i najbardzie]
praktycznych wnioskéw wynikajacych z pracy w postaci bardzo czytelnych i
dydaktycznych rycin (55 1 56).

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska to gigantyczna i solidna praca,
zastugujaca na wyrazy najwyzszego uznania. Gratulacje nalezg si¢ nie tylko
Doktorantce, ale i Promotorce, profesor Izabeli Nowak. O wartosci merytorycznej
niech $wiadczy nie tylko olbrzymi dorobek w postaci publikacji (co jest podstawg
do jej wyrdznienia), ale i zmiana mojego (do czasu lektury tej pracy) dos¢
sceptycznego podejécia do zagadnienia tzw. nieptodnos$ci immunologiczne;.

Z perspektywy specjalisty medycyny rozrodu, ale i embriologii klinicznej musze
podkresli¢, ze badania nad zaburzeniami implantacji sa szczegodlnie
skomplikowane, poniewaz, w praktyce dotyczg okresu, ktory jest ,,niemy”
klinicznie - nie ma bowiem jeszcze narzedzi oceny prawidlowosci bardzo
wcezesnego rozwoju zarodkowego 1 wezesnych etapow implantacji. Sprawe
dodatkowo komplikuje fakt, ze zmiany endometrium oraz zarodka wynikajgce z
réznej ekspresji genow sg funkcjg czasu, co ogranicza mozliwo$¢ badania
markeréw prawidtowej implantacji.

Oceniana rozprawa ma walory wyjatkowo warto$ciowe] pracy naukowo-
badawczej 1 spetnia wymogi stawiane pracy doktorskiej. Zwracam si¢ zatem do
Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika
Hirszfelda, Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu o dopuszczenie mgr inz.
Karoliny Piekarskiej do dalszej czesci przewodu doktorskiego i wyrdznienie jej

pracy doktorskiej.

Szczecin 10 czerwaca, 2022 roku prof. dr hab. med. Rafat Kurzawa






