Zatacznik 2. Autoreferat

AUTOREFERAT

dr lIzabela Nowak

Laboratorium Immunogenetyki i Immunologii Tkankowej

Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda

Polska Akademia Nauk

Wroclaw, 20 kwiecien 2016 r.



Zakacznik 2. Autoreferat

1. I1zabela Nowak

2. POSIADANE DYPLOMY, STOPNIE NAUKOWE Z PODANIEM NAZWY,
MIEJSCA T ROKU ICH UZYSKANIA ORAZ TYTULU ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

12.2009 Doktor Nauk Biologicznych, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu; rozprawa doktorska pt.: ,,Ocena
zwigzkow genow KIR i HLA-C z podatnoscia na samoistne poronienia”.
promotor: prof. dr hab. Piotr Kusnierczyk

06.1997 Magister Biotechnologii, Wydziat Nauk Przyrodniczych, Uniwersytet
Wroctawski, praca magisterska pt.: ,,Biatka z nasion dyni figolistnej (Cucurbita
ficifolia) reagujace z przeciwciatami anty-CMTI. Izolacja i ich czg$ciowa
charakterystyka”.
promotor: dr Irena Lorenc-Kubis

06.1995 Licencjat Biotechnologii, Wydziat Nauk Przyrodniczych, Uniwersytet
Wroctawski, kierunek: Biotechnologia, rozprawa pt.: ,,Wptyw cytostatykow na
stopien spolimeryzowania aktyny w komodrkach zwierzecych”.
promotor: prof. dr hab. Maria Malicka-Btaszkiewicz

3. INFORMACJE O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH
NAUKOWYCH

05.2010 - obecnie adiunkt, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN
im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu

01.2010 - 04.2010 asystent, Instytut Immunologii i Terapii Do§wiadczalnej PAN
im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu

06.2008 - 12.2009  specjalista, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN
im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu

09.1997 - 05.2008 asystent, Instytut Immunologii i Terapii Do§wiadczalnej PAN
im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu

4. OPIS OSIAGNIECIA WYNIKAJACEGO Z ART. 16 UST. 2 USTAWY Z DNIA 14
MARCA 2003 R. O STOPNIACH NAUKOWYCH | TYTULE NAUKOWYM ORAZ O
STOPNIACH I TYTULE W ZAKRESIE SZTUKI (DZ. U. NR 65, POZ. 595 ZE ZM.)
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Publikacje wchodzace w sktad osiggnigcia naukowego:

1. Nowak I., Majorczyk E., Wisniewski A., Pawlik A., Magott-Procelewska M.,
Passowicz-Muszynska E., Malejczyk J., Ploski R., Giebel S., Barcz E., Zon-Giebel A.,
Malinowski A., Tchorzewski H., Chlebicki A., Luszczek W., Kurpisz M., Grybo$§ M.,
Wilczynski J., Wiland P., Senitzer D., SunJ.Y., Jankowska R., Klinger M., Ku$nierczyk
P. Does the KIR2DS5 gene protect from some human diseases? PLoS One. 2010, 26,
5(8): 12381

IF'=4,411/MNiSW?=brak na licie ministerialnej/liczba cytowan3=24

Indywidualny wkiad w autorstwo szacuje na 35%: wspolpomystodawca powstania
pracy, samodzielne planowanie doswiadczen, wykonanie genotypowan KIR2DS5 i
HLA-C grupy C1 i C2 dla pacjentek z poronieniami, endometriozg, pacjentow z
biataczkami (ALL, AML, CML), pacjentow po transplantacji nerki (z odrzucaniem
przeszczepu oraz z jego stabilnym utrzymaniem, grup kontrolnych dla pacjentek z
problemami ginekologicznymi, utworzenie bazy danych KIR do analiz statystycznych,
analiza i interpretacja uzyskanych wynikow, udzial w pisaniu manuskryptu oraz
przygotowaniu i ostatecznej redakcji manuskryptu po recenzjach.

2. Nowak I., Magott-Procelewska M., Kowal A., Miazga M., Wagner M., Niepieklo-
Miniewska W., Kaminska M., Wisniewski A., Majorczyk E., Klinger M., Luszczek W.,
Pawlik A., Ploski R., Barcz E., Senitzer D., Kus$nierczyk P. Killer immunoglobulin-like
receptor (KIR) and HLA genotypes affect the outcome of allogeneic kidney
transplantation. PLoS One. 2012, 7(9): e44718.

IF1=3,730/MNiSW?=40/liczba cytowaﬁ3:9

Indywidualny wkiad w  autorstwo szacuje na 50%: wspotpomystodawca
przeprowadzonych badan, samodzielne planowanie doswiadczen, izolacja DNA,
genotypowanie KIR, utworzenie bazy danych Klinicznych, analiza i interpretacja
uzyskanych wynikow, znaczqcey udzial w pisaniu manuskryptu, przygotowanie ilustracji
oraz tabel, przygotowanie i ostateczna redakcja manuskryptu po recenzjach.

3. Nowak I., Majorczyk E., Ploski R., Senitzer D., Sun J-Y., Ku$nierczyk P. Lack of
KIR2DL4 gene in a fertile Caucasian woman. Tissue Antigens 2011, 78(2): 115-119.

IF1=2 588/MNiSW?=25/liczba cytowaﬁ3=7

Indywidualny wktad w autorstwo szacuje na 40%: samodzielne planowanie
doswiadczen, wykonanie genotypowania KIR2DL4 metodq Multiplex-PCR, analiza i
interpretacja uzyskanych wynikow, znaczgcy udzial w napisaniu manuskryptu,
wykonanie ilustracji (Fig.1, Fig.3, Fig.4), przygotowanie i ostateczna redakcja
manuskryptu po recenzjach.

! Warto$¢ wspotczynnika wptywu (IF) zgodnie z rokiem opublikowania, w przypadku prac opublikowanych w
2015 i 2016 roku, podano IF dla roku 2014.

2Liczba punktow wedtug polskiego systemu punktacji czasopism, zgodnie z rokiem opublikowania.

3 Liczba cytowan (z uwzglednieniem autocytowan), wedtug bazy Web of Science (All Databases), stan z dnia
04.04.2016 r.
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4. Nowak 1., Barcz E., Majorczyk E., Malinowski A., Wilczynski J.R., Banasik M.,
Motak-Pochrzest H., Kusnierczyk P. Genetic polymorphism of KIR2DL4 in the Polish
population. Tissue Antigens 2015, 85(6): 450-457.

IF1=2,137/MNiSW?=20/liczba cytowan®=1

Indywidualny wkitad w autorstwo szacuje na 80%: autor korespondencyjny,
pomystodawca przeprowadzonych badan, samodzielne planowanie doswiadczen,
rekrutacja grupy kontrolnej, izolacja DNA, wdrozenie metod do genotypowania,
wykonanie genotypowan 4 polimorfizmow genu KIR2DL4 metodg HRM oraz RFLP,
analiza i interpretacja uzyskanych wynikéw, napisanie manuskryptu oraz wykonanie
ilustracji i tabel, przygotowanie i ostateczna redakcja manuskryptu po recenzjach.

5. Nowak I., Ptoski R., Barcz E., Dziunycz P., Kaminski P., Kostrzewa G., Milewski L.,
Roszkowski P.1., Senitzer D., Malejczyk J., Kusnierczyk P. KIR2DS5 in the presence
of HLA-C C2 protects against endometriosis. Immunogenetics 2015, 67(4): 203-2009.

IF1=2,227/MNiSW?2=25/liczba cytowaﬁ3=2

Indywidualny wkiad w autorstwo szacuje na 80%: autor korespondencyjny,
samodzielne planowanie doswiadczen, samodzielne genotypowanie 13 wariantow
polimorficznych KIR i HLA-C, analiza i interpretacja uzyskanych wynikow, napisanie
manuskryptu oraz wykonanie tabel, przygotowanie i ostateczna redakcja manuskryptu
po recenzjach.

6. Nowak I., Malinowski A., Barcz E., Wilczynski J.R., Wagner M., Majorczyk E.,
Motak-Pochrzest H., Banasik M., Ku$nierczyk P. Possible role of HLA-G, LILRB1 and
KIR2DL4 gene polymorphisms in spontaneous miscarriage. Archivum Immunologiae
et Therapiae Experimentalis, 2016, doi: 10.1007/s00005-016-0389-7.

IF1=3,176/MNiSW?=25/liczba cytowaﬁ320

Indywidualny wklad w autorstwo szacuje na 70%: autor korespondencyjny,
pomystodawca przeprowadzonych badan, samodzielne planowanie doswiadczen,
rekrutacja grupy kontrolnej, izolacja DNA, wykonanie genotypowan 4 polimorfizmow
genu KIR2DL4 metodg HRM i RFLP oraz LILRBI metodg RFLP, HLA-G (14 pz
insercji/delecji w regionie 3°'UTR) metodq PCR-SSP, utworzenie bazy danych
klinicznych, analiza i interpretacja uzyskanych wynikow, napisanie manuskryptu,
wykonanie ilustracji oraz tabel, przygotowanie i ostateczna redakcja manuskryptu po
recenzjach.

b) omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z omowieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Proponowana rozprawa habilitacyjna stanowi jednotematyczny cykl szesciu prac

oryginalnych. Przedstawiony cykl publikacji przygotowany zostal w ramach mojej pracy
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realizowanej w Laboratorium Immunogenetyki i Immunologii Tkankowej w Instytucie

Immunologii i Terapii Do$§wiadczalnej PAN we Wroctawiu.

WPROWADZENIE

Juz w 1953 roku Medawar poréwnatl ptdd ludzki do przeszczepu semialogenicznego,
ktoéry pomimo iz rézni sie od matki genami ojca, nie jest jednak odrzucany. Utrzymanie
tolerancji immunologicznej matki wobec ptodu to proces, w ktorym bierze udzial wiele typow
komorek. Komorki te wydzielaja substancje, ktore sa niezbedne w implantacji zarodka i
rozwoju ptodu. Zmiany, jakie zachodza w ciele ci¢zarnej dotycza wszystkich uktadéw bowiem
przebiegaja zarbwno w macicy, jak 1 ogolnoustrojowo. Zmiany te sg zwigzane réwniez Z
uktadem immunologicznym, z odporno$cig swoista, jak i nieswoistag. Warto zauwazyc¢, ze
czynniki immunologiczne maja wplyw na rozwdj ptodu od momentu poczecia az do porodu.

Za brak odrzucania ptodu przez organizm matki moze by¢ odpowiedzialna staba
antygenowo$¢ trofoblastu, poniewaz na powierzchni tozyska stanowigcego powierzchnig styku
ptodu z ustrojem matki, brak jest klasycznych antygenoéw transplantacyjnych: HLA-A, HLA-B
oraz HLA klasy II. Ich ekspresja zostaje bowiem zahamowana na powierzchni zarodka juz na
etapie przedimplantacyjnym (Malinowski i Wilczynski, 2003). Na trofoblascie znajduja si¢
jednak nieklasyczne antygeny HLA klasy | (HLA-G, HLA-E, HLA-F) (King i wsp. 2000a) i
klasyczne HLA-C (King i wsp. 2000b). Uwaza si¢, ze rozpoznanie czgsteczek HLA przez
receptory doczesnowych komorek NK prowadzi do wytworzenia szeregu mechanizmow
warunkujacych tolerancje immunologiczng matki w stosunku do zarodka i pdzniej ptodu.
Komorki te stanowia duza populacje w endometrium (od 70 do 90% limfocytow). Wsrod
receptorow, jakie komodrki NK prezentujg na swojej powierzchni sg receptory KIR, dla ktérych
ligandami sa w wigkszosci czasteczki HLA-C, ale réwniez HLA-G. Czasteczki HLA-G
zwigzane z btong komodrkowa (pochodzenia zaréwno matczynego, jak 1 ojcowskiego) sa
prezentowane przez wszystkie subpopulacje trofoblastu pozakosmkowego. Natomiast
rozpuszczalne izoformy HLA-G (HLA-G5-7) sa obecne w krazeniu ciezarnej i ptodu, w ptynie
owodniowym, a takze we wszystkich podtypach trofoblastu (Menier i wsp. 2009).

Receptory KIR (killer cell immunoglobulin-like receptor) naleza do nadrodziny
czgsteczek immunoglobulinopodobnych. Receptory te wystepuja nie tylko na powierzchni
komorek NK, ale rowniez na limfocytach Tyo, a takze subpopulacjach limfocytow pamieci Tof3

(Parham 2004). Wyr6znia sie receptory KIR2D i KIR3D, odpowiednio z dwiema lub trzema
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domenami zewnatrzkomorkowymi. Receptory dwudomenowe i tréjdomenowe wystepuja w
dwoch typach:

1. z dlugim fragmentem cytoplazmatycznym zawierajagcym motyw hamujacy ITIM

(Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif), okreslane jako KIR2DL i KIR3DL

(L-long),

2. z krotkim fragmentem cytoplazmatycznym zawierajgcym dodatnio natadowang

lizyne (Lys), okreslane jako KIR2DS i KIR3DS (S-short).

Receptory z krotkim regionem cytoplazmatycznym wywierajg efekt aktywujacy na komorke
NK dzigki interakcji z czasteczka adaptorowag DAPI12, ktora posiada sekwencje ITAM
(Immunoreceptor Tyrosine-based Activatory Motif). Natomiast receptory z fragmentami ITIM
powoduja zahamowanie aktywacji komorki NK. Wyjatkiem od tej reguty jest KIR2DLA4, ktory
posiada dlugi fragment cytoplazmatyczny z jednym motywem ITIM oraz dodatnio natadowang
argining (Arg) we fragmencie przezbtonowym pozwalajaca mu na tworzenie kompleksu z
tancuchem FceRI-y posiadajagcym motyw ITAM. Takie cechy strukturalne sprawiaja, ze
receptor ten moze zarowno aktywowac, jak i hamowac¢ komorke NK (Carrington, 2003). Cho¢
gen KIR2DL4 wystepuje niemalze u wszystkich ludzi i wykrywa si¢ jego mRNA prawie we
wszystkich klonach NK, to jednak jego ekspresja powierzchniowa jest ograniczona jedynie do
komoérek NK CD56M"M" j dlatego receptor KIR2DL4 wystepuje na wigkszosci doczesnowo-
tozyskowych o fenotypie CD56"9™, a nie obwodowych komérek NK CD56%™,

Zatem, w zaleznos$ci od swojej budowy 1 interakcji z ligandami, receptory KIR moga
stymulowa¢ lub hamowa¢ komorki NK do wytwarzania pewnych cytokin 1 czynnikow
wzrostowych koniecznych do prawidtowej implantacji zarodka, a w konsekwencji do
utrzymania cigzy. Nie bez znaczenia pozostaje wigc fakt, iz polimorfizm genetyczny wptywa
na ekspresje tych receptorow oraz warunkuje powstanie odpowiedniego biatka, co z kolei moze
przektadac si¢ na oddziatywania receptorow i ich ligandow.

Geny KIR charakteryzuja si¢ ogromnym polimorfizmem. Poszczegolne osoby roznig si¢
liczba 1 rodzajem (aktywujacych i hamujacych) genoéw KIR. Geny te kodowane s3 na
chromosomie 19 w regionie q13.4 i wystepujg w 2 haplotypach: A i B. Haplotyp A zawiera w
wiekszosci geny dla receptorow hamujacych i jedynym genem dla aktywujacych receptoréw
jest KIR2DS4, ktory w populacji polskiej wystepuje w formie delecyjnej (KIR2DS4del) u ok.
82% os6b. W haplotypie B wystepuja geny dla receptorow aktywujacych w kombinacji z
genami dla receptorow hamujacych. Receptory hamujace KIR wykazujg wigksze

powinowactwo do ligandu od receptoréw aktywujacych. Tabela 1. zawiera liste genéw KIR i
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ich ligandéw. Szczegotowe informacje dotyczace receptorow i gendow KIR znajdujg si¢ na

stronie: http://www.ebi.ac.uk/ipd/Kir/stats.html oraz www.allelefrequencies.net.

Tabela 1. Geny KIR i ich ligandy (Guethlein i wsp. 2015)

KIR Ligandy HLA klasy |
2DL1 C2: C*02, C*04, C*05, C*06
2DL2 C1: C*01, C*03, C*07, C*08

niektore C2: C*0501, C*0202, C*0401
niektore B: B*4601, B*7301

2DL3 C1: C*01, C*03, C*07, C*08

niektore C2: C*0501, C*0202

niektore B: B*4601, B*7301

2DL4 G
2DL5A i 2DL5B | nieznany
2DS1 C2: C*02, C*04, C*05, C*06
2DS2 nieznany
2DS3 nieznany
2DS4 niektore A: A*1102,
niektore C: C*0501, C*1601, C*0202
2DS5 nieznany
3DL1 niektore A i B ekspresjonujace epitop Bw4

HLA-B*08, B*27, B*57, B*58
HLA-A: A*24, A*23, A*32

3DS1 nieznany

3DL2 niektore A: A*03, A*11
3DL3 nieznany

3DP1 -

2DP1 -

Skoro polimorfizm genetyczny KIR wptywa na reaktywnos¢ komorek NK, moze mie¢
wplyw rowniez na podatnos$¢ ludzi na rézne choroby. W moim krggu zainteresowan sa
mechanizmy immunologiczne, ktére moga mie¢ wptyw na powodzenie rozrodu cztowieka, a w
szczegolnosci zwigzek genow KIR i HLA z poronieniami samoistnymi, endometrioza oraz
nawracajagcymi niepowodzeniami implantacji zarodka po zabiegu IVF-ET (In Vitro
Fertilization-Embryo Transfer). Badanie roli KIR i HLA w rozrodzie cztowieka jest
uzasadnione, poniewaz zaburzenia rozrodu czlowieka stanowia wazny problem spoleczny.
Obecnie kobiety decydujg si¢ na urodzenie dziecka znacznie pdzniej niz wynika to z
biologicznego przygotowania ich ciata do rozmnazania. Niestety z wiekiem zmniejsza si¢ ich

zdolno$¢ do poczgcia 1 utrzymania cigzy, wiec w coraz wickszej liczbie przypadkéw nie sa
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zdolne do zaj$cia w cigz¢ w sposob naturalny i wymagaja technik wspomaganego rozrodu.

Jednak najczestszymi powiktaniami cigzy u ludzi sg poronienia samoistne, bowiem
stanowig do 20% rozpoznanych cigz (Lash i wsp., 2008). Dla wigkszo$ci kobiet poronienie jest
zdarzeniem epizodycznym, u niektérych jednak si¢ powtarza. Przyczyny poronien mogg by¢
liczne: anatomiczne, genetyczne, hormonalne, metaboliczne, immunologiczne oraz
srodowiskowe (urazy i infekcje). Immunologiczne przyczyny poronien sg rozpatrywane w
aspektach auto- i aloimmunologicznych. Najwiecej jednak kontrowersji, zaréwno pod
wzgledem rozpoznania, jak 1 leczenia budza poronienia idiopatyczne (o niewyjasnionej
etiologii), gdzie patomechanizm choroby upatruje si¢ wtasnie w zaburzeniach o charakterze
aloimmunologicznym ci¢zarnej wobec aloantygenow ptodowych (Diejomaoh, 2015,
PrabhuDas i wsp., 2015). Zaburzenia te wystepuja w wigkszosci przypadkow. W pracy
doktorskiej udato mi si¢ wykazaé, iz nie tylko poszczegdlne genotypy KIR, ale rowniez
szczegolne kombinacje genow KIR kobiety oraz HLA-C kobiety i jej partnera moga mie¢ wptyw
na utrzymanie cigzy (zat.3, konf. X.1.18, Nowak i wsp. 2009, Nowak i wsp. 2011). Kobieta o
genotypie AA KIR, ktora zachodzi w cigze z partnerem o genotypie HLA-C z grupy C2 ma
szans¢ donosi¢ cigz¢ pod warunkiem, ze sSama pod wzgledem HLA-C jest heterozygota (posiada
zarowno allel z grupy Cl1, jak 1 C2). Wyniki badan moga si¢ sta¢ pomocne w diagnostyce
poronien samoistnych i1 prognozowaniu wynikow terapii. Do tej pory nie udato si¢ bowiem
stworzy¢ testu diagnostycznego, ktory by w jednoznaczny sposob pozwalat na rozpoznanie
poronien o podlozu aloimmunologicznym (istniejg tylko testy posrednie: badanie odsetka
komoérek NK we krwi obwodowej, badanie poziomu cytokin Thl i Th2, badanie obecnosci
aloprzeciwcial), a pacjentki nadal narazone sg na wykonanie panelu kosztownych badan
wykluczajacych znane przyczyny poronienia.

Kolejnym krokiem badan bylo zainteresowanie rola polimorfizmu genu KIR2DL4 oraz
jego ligandu — HLA-G. Polimorfizm 9A/10A genu KIR2DL4 dotyczy wystgpowania 9 lub 10
nastepujacych po sobie adenin w sekwencji nukleotydowej eksonu 7, ktory wptywa na ekspresje
receptora btonowego KIR2DL4 w doczesnowych komorkach NK. Osoby o genotypie
zawierajagcym przynajmniej jeden allel 10A majg czasteczki KIR2DL4 na powierzchni
doczesnowych komérek NK CD56MM" a osoby homozygotyczne pod wzgledem tego allelu
wykazuja wieksza ekspresje tego receptora w porownaniu do o0séb heterozygotycznych
(Goodridge, 2009). Dlatego interakcja KIR2DL4 doczesnowych komoérek NK z czgsteczkami
HLA-G na komoérkach trofoblastu moze mie¢ istotny wptyw na procesy zachodzace na granicy

styku matczyno-ptodowego we wczesnej cigzy | moze zaleze¢ od genotypu KIR2DL4. Wobec
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tego zasadnym bylo zbadanie tego polimorfizmu w populacji polskich ptodnych par, a takze w
grupie par z poronieniami samoistnymi.

Endometrioza jest kolejng chorobg ginekologiczng wptywajaca na ptodnos¢ kobiety, w
ktorej geny KIR i HLA moga mie¢ znaczenie. Wedlug najnowszych danych ESHRE (The
European Society of Human Reproduction and Embryology, Dunselman i wsp., 2014) cze¢stosé
wystepowania tej choroby dotyczy od 2 do 10% kobiet w wieku rozrodczym. Badania kliniczne
donoszg réwniez, ze od 30 do 50% kobiet z endometriozg jest nieptodnych. U kobiet z bolem
otrzewnowym prewalencja endometriozy wzrasta nawet do 80% (The Practice Commitee of the
American Society for Reproductive Medicine, 2012). Choroba ta charakteryzuje si¢
wystepowaniem komoérek endometrium poza jama macicy, najczesciej w Scianie otrzewnej oraz
na jajnikach. Komorki blony $luzowej macicy niezaleznie gdzie si¢ umiejscowig sa
funkcjonalne i podlegaja zmianom hormonalnym w czasie cyklu miesigczkowego kobiety.
Nastepstwem tego jest przewlekta reakcja zapalna. W przebiegu endometriozy dochodzi wigc
do wewnetrznych krwawien, rozwoju bolesnych guzkow, zapalenia, tworzenia si¢ blizn
| zrostbw oraz zmian anatomicznych narzadow w miednicy mniejszej. Kobiety skarza si¢ na
bolesne miesigczkowanie, chroniczne bole brzucha i w krzyzu oraz przewlekty bol w miednicy,
dyspareuni¢ (bolesne stosunki ptciowe), bol w czasie oddawania moczu i stolca. Diagnostyka
tej choroby jest trudna, poniewaz ostatecznie mozna ja potwierdzi¢ tylko po zabiegu
laparoskopowym i wykonaniu biopsji z wycinka zmienionej tkanki. USG moze by¢ pomocne
w ocenie torbieli endometrialnych, a w przypadkach endometriozy gieboko naciekajacej —
TRUS (transrectal ultrasonography). Zanim dojdzie do peinej diagnozy wigkszos¢ kobiet z
chronicznym bdlem przyjmuje srodki przeciwbolowe i hormonalne.

Dotychczas istnieje  wiele hipotez opisujacych potencjalny patomechanizm
endometriozy. Jedna z nich ,transplantacyjna teoria Sampsona” thumaczy obecno$¢ zmian
endometrialnych w jamie otrzewnowej. Wedtug tej teorii dochodzi do defektu aktywnosci
komorek NK polegajacy na nierozpoznaniu i braku lizy ztuszczonych komoérek endometrium.
W zwiazku z potencjalnym zaangazowaniem komorek NK w etiologie tej choroby oraz brakiem
prostego testu diagnostycznego, postanowilismy sprawdzi¢, czy geny KIR i HLA-C oraz HLA-

B moga mie¢ wptyw na zachorowanie, a takze progresje choroby.

Przez wiele lat immunologia transplantacyjna skupiata si¢ na badaniu roli komoérek
adaptacyjnego uktadu odpornosciowego, bowiem aloreaktywne limfocyty T sg niezbedne i

wystarczajgce, aby wywota¢ reakcje odrzucania przeszczepu. Limfocyty T rozpoznajg obce
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antygeny gléwnego 1 mniejszego ukladu zgodnosci tkankowej (Major and Minor
Histocompatibility Complex, u ludzi nazywane HLA) dzi¢ki swoim receptorom TCR. Reakcja
limfocytow T (CD4+) nastepuje po bezposredniej prezentacji antygenow przez komorki
prezentujace antygen (APC) pochodzace od dawcy lub tez posrednio, przy pomocy APC biorcy.
Wicekszos$¢ komorek T jednak bezposrednio rozpoznaje alogeniczne antygeny MHC, ktore sa
eksponowane na obcych komodrkach (Nankivell i Alexander, 2010). Jednakze istniejg
doniesienia, w ktorych zaobserwowano, ze oprocz limfocytow T do przeszczepu nerkowego
infiltrujg réwniez komoérki NK (Totterman i wsp., 1989). Ponadto, u pacjentow z ostrym
odrzucaniem nerki opisano podwyzszong liczb¢ komorek NK we krwi obwodowej (Cooksey i
wsp., 1984), a takze zauwazono W testach in vitro wzmozong cytotoksycznos¢ komorek NK
biorcy w kierunku komoérek krwi obwodowej dawcy (Vampa i wsp., 2003). Rowniez badania
na myszach pozbawionych limfocytow T pokazaty, ze do odrzucania przeszczepu szpiku
kostnego niezgodnego w zakresie MHC klasy | moze doj$¢ na drodze zaleznej od komoérek NK
(Oberbarnscheidt i wsp., 2011). Wobec tych przestanek w odrzucaniu przeszczepu nerkowego
postulowano tez udziat komoérek NK. Jak wcze$niej wspomniano, komoérki NK rozpoznaja
obecnos¢ czasteczek HLA klasy I na powierzchni komorek docelowych m.in. poprzez receptory
KIR. Zdrowe komorki organizmu nie sg niszczone przez komoérki NK, poniewaz ekspresjonuja
prawidtowy poziom czasteczek HLA klasy I, ktore sa rozpoznawane przez hamujace receptory
KIR. Jednakze komorki zmienione nowotworowo lub zainfekowane wirusem maja tendencje
do obnizania ekspresji HLA klasy I 1 wowczas moga by¢ eliminowane przez komoérki NK. Co
wigcej, wysoki polimorfizm KIR i HLA moze sprzyja¢ sytuacjom, w ktorym komorki NK
biorcy posiadajace hamujace receptory KIR reagujace z wlasnymi czasteczkami HLA klasy I
biorcy, moga nie rozpoznawa¢ czasteczek HLA klasy I obecnych na komorkach dawcy,
prowadzac do aloreaktywnosci przeciwko przeszczepionemu organowi. Warto zauwazy¢, iz
receptory KIR nie ulegaja ekspresji tylko w komoérkach NK, ale rowniez w cytotoksycznych
limfocytach CD4+CD28- o potencjalnej aktywnos$ci w odrzucaniu przeszczepu. Zasadnym bylo
wiec sprawdzenie, czy geny KIR w kontekscie HLA biorcy i dawcy moga spetnia¢ role w
odrzucaniu przeszczepu nerkowego.

Podsumowujac, badania nad rolg KIR i HLA w przedstawionych do oceny pracach
moga mie¢ nie tylko znaczenie poznawcze, ktdre przyczyni si¢ do poznania patomechanizmu
chorob zwigzanych z rozrodem cztowieka (poronien samoistnych i endometriozy), ale rowniez

mogg by¢ pomocne w konstruowaniu nowych testow diagnostycznych.
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Natomiast wyniki badan dotyczace potencjalnej roli KIR w utrzymaniu/odrzuceniu
przeszczepu nerkowego moga pomoéc przewidzie¢ losy przeszczepu.

Dzi¢ki rozwojowi nowoczesnych metod biologii molekularnej medycyna staje si¢
coraz bardziej spersonalizowana. Diagnostyka choroby oparta o jej molekularny obraz
pozwala na dobranie najbardziej skutecznego leku. Pozwala to réwniez na
stworzenie odpowiednich testow farmakogenetycznych, ktére umozliwiaja przewidzenie
reakcji pacjenta na leczenie. Uwazam, ze receptory/geny KIR moga staé si¢ w przyszlosci
celem medycyny spersonalizowanej, natomiast poznanie interakcji KIR-HLA moze

wplynac¢ na powstanie nowych drog terapii.

PODSUMOWANIE WYNIKOW OPISANYCH \W4 PUBLIKACJACH
STANOWIACYCH OSIAGNIECIE NAUKOWE

e Nowak I., Majorczyk E., Wisniewski A., Pawlik A., Magott-Procelewska M.,
Passowicz-Muszynska E., Malejczyk J., Ploski R., Giebel S., Barcz E., Zon-Giebel A.,
Malinowski A., Tchorzewski H., Chlebicki A., Luszczek W., Kurpisz M., Grybo$ M.,
Wilczynski J., Wiland P., Senitzer D., Sun J.Y., Jankowska R., Klinger M., Kus$nierczyk
P. Does the KIR2DS5 gene protect from some human diseases? PLoS One. 2010, 26,
5(8): e12381

Gen KIR2DS5 koduje receptor aktywujacy komorke NK. Niestety ligand dla tego
receptora nie zostat poznany. Analizujac potencjalny zwigzek genéw KIR z podatnoscia na
rézne choroby w populacji polskiej zaobserwowano, ze gen ten wywotuje efekt ochronny w
niektorych z nich, m.in. w zesztywniajagcym zapaleniu stawow kregostupa (p=0,003, OR=0,47),
endometriozie (p=0,03, OR=0,25), w ostrym odrzucaniu przeszczepu nerkowego (p=0,0056,
OR=0,44). Nie zaobserwowano takiego efektu dla niedrobnokomoérkowego raka ptuca,
reumatoidalnego zapalenia stawow, poronien samoistnych i biataczek (ALL, AML, CML) oraz
w przypadku pacjentéw ze stabilng funkcja nerki po przeszczepie. Gtowne wnioski, jakie
mozna sformutowa¢ na podstawie wynikow tej pracy i dotyczace tych jednostek chorobowych,
ktore sg przedmiotem tej rozprawy, przedstawiono ponize;j:

1. Obecnos¢ genu KIR2DS5 i allelu HLA-C z grupy C1 u biorcoéw przeszczepu wydaje si¢
chroni¢ przed ostrym odrzucaniem przeszczepu nerkowego (p=0,017, OR=0,47),
natomiast brak genu KIR2DS5 i obecnos¢ allelu z grupy C2 HLA-C predysponuje do
odrzucania (p=0,0015, OR=2,13).
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2. Obecnos¢ genu KIR2DS5 chroni przed endometrioza u pacjentek HLA-C C2
pozytywnych (p=0,0025, OR=0,41).
3. Brak zwigzku genu KIR2DS5 z poronieniami samoistnymi (p>0,05).
Lacznie przebadano 1444 pacjentéw i 690 osob kontrolnych. Czestos¢ KIR2DS5 u pacjentow
porownywano z czestoscig tego genu dla odpowiedniej kontroli. Genotypowanie

przeprowadzano dwiema metodami PCR-SSP lub Multiplex-PCR. Praca ta pierwszy raz w

$wiecie pokazala ochronna role genu KIR2DS5 w endometriozie w populacji kaukazoidalnej.

e Nowak I., Magott-Procelewska M., Kowal A., Miazga M., Wagner M., Niepiekto-
Miniewska W., Kaminska M., Wisniewski A., Majorczyk E., Klinger M., Luszczek W.,
Pawlik A., Ptoski R., Barcz E., Senitzer D., Kusnierczyk P. Killer immunoglobulin-like
receptor (KIR) and HLA genotypes affect the outcome of allogeneic kidney
transplantation. PLoS One. 2012, 7(9): e44718.

Komoérki NK biorcy moga wykrywac¢ brak wlasnych antygenow HLA na komorkach
przeszczepionego organu dawcy za pomocg receptorow KIR. Poniewaz ludzie rdoznig si¢
rodzajem i liczba receptoréw KIR moze si¢ to przyczynia¢ do roéznic w odpowiedzi na
przeszczep alogeniczny. W badaniu wykonano genotypowanie 10 KIR u 93 biorcow
odrzucajacych przeszczep nerkowy oraz 190 biorcoOw ze stabilng funkcja nerki, ktérym
przeszczepiono nerke pomiedzy 1989 a 2008 rokiem. Czestos¢ gendw KIR poréwnano rowniez
wobec 690 os6b kontrolnych. Wyniki zgodnosci w HLA-A, -B, -DR pomiedzy biorca, a dawca
uzyskano z rutynowych oznaczen, jakie wykonuje si¢ przed transplantacjg organu. Do analiz
wlaczono rowniez dane dotyczace choroby podstawowe]j pacjenta, wieku, pici oraz czasu
utrzymania stabilnej funkcji nerki, ktére umozliwity wykreslenie krzywych przezycia
przeszczepu w zaleznosci od genotypu KIR.

W pierwszym etapie analiz wykazano ochronny efekt zgodnosci w HLA-B, -DR
pomiedzy biorcg i dawcg przed odrzucaniem przeszczepu nerkowego. Zaobserwowano rowniez
zwigzek KIR2DSAfl (full-length) i jego wariantu z 22 nukleotydowa delecja - KIR2DS4del z
odrzucaniem przeszczepu nerkowego (Tabela 2). Ten efekt byt modulowany przez zgodnos$¢ w
HLA-B, -DR, zwlaszcza u pacjentow, ktorzy nie chorowali na kiebuszkowe zapalenie nerek, ale
posiadali oba warianty genetyczne KIR2DS4. Natomiast u biorcow z kiebuszkowym
zapaleniem nerek, zgodnos¢ w HLA wydaje si¢ mniej wazna dla odrzucania przeszczepu

nerkowego niz obecno$¢ KIR2DS4. Posiadanie przez biorcéw obu wariantow KIR2DS4 silnie,
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bo ok. 15-krotnie wzmagato prawdopodobienstwo odrzucenia przeszczepu w grupie pacjentow
z klgbuszkowym zapaleniem nerek w poréwnaniu do analogicznych pacjentow spoza tej grupy

(Fig.7). Analiza wplywu genotypu KIR na dlugo$¢ utrzymania stabilnej funkcji nerki w

zaleznosci od choroby podstawowej pacjentow zostata pokazana po raz pierwszy na swiecie.

Ponadto, interesujacym wydaje si¢ fakt, ze gen KIR2DS5 chronit przed odrzucaniem,
jesli pacjent byt pozytywny pod wzgledem KIR2DS4fl (Fig.5), ale negatywny pod wzgledem
KIR2DS4del (Fig.6). Wariant delecyjny KIR2DS4 koduje rozpuszczalng czasteczke, ktéra
moze reagowac z ligandem dla zwigzanego z blong komoérkowa KIR2DS4f| lub tez receptora
zlokalizowanego na innych komoérkach majacych wptyw na proces odrzucania. Poza tym geny
KIR2DS4 i KIR2DS5 wystepuja w negatywnym niezrownowazeniu sprz¢zen (LD linkage
disequilibrium). Czgstosci haplotypow KIR2DS4/KIR2DS5 dla pacjentow nieodrzucajacych
przeszczep 1 0s6b kontrolnych byly podobne, natomiast pacjenci z ostrym odrzucaniem
przeszczepu charakteryzowali si¢ 3-krotnie mniejszg czestoscig haplotypu KIR2DS4-
/IKIR2DS5+ niz pozostate badane grupy. To potwierdza ochronng role genu KIR2DS5 w
utrzymaniu przeszczepu.

Podsumowujac wyniki przedstawione w tej pracy mozna stwierdzié, ze gen KIR2DS5

wplywa pozytywnie na losy przeszczepu, natomiast KIR2DS4 predysponuje do odrzucania,

zwlaszcza u pacjentdw z klebuszkowym zapaleniem nerek jako choroby podstawowej. Nasze

wyniki sugeruja rOwniez, ze wlaczenie oznaczania tych gendéw do praktyki klinicznej moze

pomoc przewidzieé losy przeszczepu.

e Nowak I., Majorczyk E., Ptoski R., Senitzer D., Sun J-Y., Kus$nierczyk P. Lack of
KIR2DL4 gene in a fertile Caucasian woman. Tissue Antigens 2011, 78(2): 115-119.

Gen KIR2DL4 wystepuje prawie u wszystkich ludzi i koduje receptor, ktory wystepuje
na: obwodowych, macicznych oraz doczesnowych komérkach NK CD56™", Jego ligandem
sg czasteczki HLA-G wystepujace na komorkach trofoblastu pozakosmkowego, ktore podczas
implantacji zarodka zaglebiajg si¢ w doczesng 1 tam kontaktujg si¢ z matczynymi leukocytami.
Dlatego KIR2DL4 uwaza si¢ za wazng czasteczk¢ majacg wptyw na sukces reprodukcyjny.
Jednakze w 2003 roku opisano przypadek afrykanskiej kobiety — wielorodki, pozbawionej tego
genu. Badania te sugerowaty, ze gen ten nie jest niezbgdny dla powodzenia cigzy. W naszej
pracy opublikowali$my identyczny do tego opisanego w pracy Gomez-Lozano i wsp. (2003),

genotyp KIR u polskiej kobiety, ktora rowniez urodzita dziecko. Taki genotyp, pozbawiony
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KIR2DL3, KIR2DL1, KIR3DL1, KIR3DS1, KIR2DS3, KIR2DL4, KIR2DS4del, KIR2DS4fl,
KIR3DP1 i KIR2DP1, zostal znaleziony wsrod polskiej populacji 690 oséb, stanowigcych
grupe kontrolng w badaniach zwigzku genow KIR i HLA w etiologii niektorych chorob
bedacych w sferze zainteresowan naszego laboratorium. Brak tych gendéw zostat stwierdzony
trzema niezaleznymi metodami. Genotypowanie KIR wykonano rowniez u dziecka tej kobiety
oraz u jego ojca z wynikiem pozytywnym dla genu KIR2DL4. Ponadto, do roku 2011
opublikowano dane dotyczace 9 0sdb na §wiecie rowniez pozbawionych genu KIR2DL4. Praca
zawiera takze porownanie naszego przypadku z pozostatymi opisanymi w $wiecie.

Podsumowujac wyniki uzyskane w tej pracy nalezy podkreélié, ze gen KIR2DL4 nie jest

niezbedny w utrzymaniu ciazy. Wskazuje to na inne potencjalne czasteczki, ktére moga byé

Zaangazowane w rozpoznawaniu HLA-G, mianowicie LILRB1, ktorego ekspresie rOwniez

stwierdzono na macicznych komoérkach NK i limfocytach T.

e Nowak I., Barcz E., Majorczyk E., Malinowski A., Wilczynski J.R., Banasik M.,
Motak-Pochrzest H., Kusnierczyk P. Genetic polymorphism of KIR2DL4 in the Polish
population. Tissue Antigens 2015, 85(6): 450-457.

Praca jest kontynuacja badan nad rolg genu KIR2DL4 w rozrodzie cztowieka i jest

pierwszym w $wiecie badaniem przeprowadzonym na populacii ptodnych par. Polimorfizm

genu KIR2DL4, ktory badano, dotyczy dwoch alleli zawierajacych w eksonie 7 nastepujace po
sobie 9 lub 10 reszt adeniny. Sekwencja 10A warunkuje kodowanie domeny przezbtonowe;j.
Allel 10A koduje wigc blonowy receptor, natomiast allel 9A receptor, ktory ulega sekrecji
(spowodowanej catkowitym brakiem domeny przezbtonowej lub jej niewtasciwa forma). W
pracy przedstawiono wyniki genotypowania tego polimorfizmu, jak i 3 innych, znajdujacych
si¢ w poblizu, polimorfizmow pojedynczego nukleotydu (9571 C>T, 9769 C>A, 9797 A>G).
Lacznie przetestowano 219 ptodnych par populacji polskiej, w ktorych kobieta urodzita z tym
samym partnerem przynajmniej dwojke dzieci. Do badania polimorfizmu 9A/10A (9620 A>-)
zastosowano metode HRM (High Resolution Melting), a dla pozostatych polimorfizméw -
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorhism). W pracy zaobserwowano nieznaczng
roéznice w czgsto$ciach genotypow i alleli dla pozycji 9769 C>A pomiedzy kobietami i ich
partnerami. Dodatkowo, wykazano wystepowanie catkowitego niezrOwnowazenia sprzezen
(LD — linkage disequilibrium) pomig¢dzy insercja/delecja 9A w pozycji 9620 genu, a 9571 T>C
(r=1) oraz prawie catkowitego LD z 9797 G>A (r?>=0,96 i r°=0,892). Wyniki te dotyczyly
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zaro6wno kobiet, jak i me¢zczyzn. Genotypowanie KIR2DL4 w 4 pozycjach pozwolito na
okreslenie poszczegblnych alleli KIR2DL4 przedstawionych w Tabeli 2 i 5 tej pracy. WyniKi
przedstawione Ww niniejszej pracy potwierdzity rowniez prawidtowos¢ 0znaczania
polimorfizmu 9A/10A dwiema r6znymi metodami. Sugeruja rowniez, ze czasami zastosowanie
stosunkowo prostych metod detekcji alleli (jak RFLP) moze by¢ tansze i mniej ktopotliwe niz
wdrazanie  nowych, technologicznie  bardziej = zaawansowanych, jak  HRM.

Podsumowujac, wybor metody genotypowania KIR2DL4 zalezy od celu danego

badania: jesli chcemy oznaczaé polimorfizm 9A/10A, ekonomicznie lepiej jest zastosowaé

RFLP dla 9571C>T, 9769 C>A, natomiast jesli chcemy badaé nowe mutacie i polimorfizmy

powinno sie uzy¢ HRM. Je$li chcemy znaé szczegdly sekwencji nukleotydowej powinno sie

uzy¢ metody sekwencjonowania.

e Nowak I., Ploski R., Barcz E., Dziunycz P., Kaminski P., Kostrzewa G., Milewski L.,
Roszkowski P.I., Senitzer D., Malejczyk J., Kusnierczyk P. KIR2DSS in the presence
of HLA-C C2 protects against endometriosis. Immunogenetics 2015, 67(4): 203-209.

Praca jest kontynuacja badan nad patomechanizmem endometriozy, w ktorej testowano
hipoteze defektu aktywnosci komorek NK w rozpoznawaniu i lizie komorek endometrialnych,
ktory moze by¢ spowodowany brakiem lub obecnoscig genow KIR. Praca przedstawia rozktad
czestosci 13 wariantéw KIR u 153 kobiet z endometrioza oraz 213 kobiet kontrolnych. U
wszystkich kobiet testowano roéwniez HLA-C C1 i C2 oraz HLA-Bw4 i - Bw6. Nie stwierdzono
zwigzku HLA-Bw4 i - BW6 z chorobg. Czestos¢ badanych genow KIR u pacjentek byta podobna
do tych obserwowanych u kontrolnych kobiet z wyjatkiem KIR2DS5 (wynik ten pokazano w
pracy z PLoS One w 2010 roku). Obecno$¢ genu KIR2DS5 obnizata ryzyko choroby u kobiet
HLA-C C2 pozytywnych. Nowoscig W tej pracy jest wykazanie wpltywu genéow KIR2DS5 i
KIR2DS4 na stopien zaawansowania choroby, tzn. poréwnywano rozktady czgstosci tych
genow ze wzgledu na lokalizacje zmian (otrzewna, jajniki) oraz wg kryteriow Amerykanskiego
Towarzystwa Plodno$ci (American Fertility Society), ktory dzielit zaawansowanie choroby na
4 stopnie: | - 1l - minimalny i fagodny, III - $redni oraz IV - cigzki. Kobiety o genotypie
KIR2DS5+/KIR2DS4del- posiadaly 13 - krotnie nizszg szans¢ na to, ze choroba zajmie
otrzewng niz te o genotypie KIR2DS5-/KIR2DS4del-. Podobnie kobiety negatywne pod
wzgledem KIR2DS5, ale pozytywne pod wzglgdem KIR2DS4del miaty 11 - krotnie nizsza

szans¢ na endometrioze otrzewnowa. Interesujaca obserwacja byto obnizanie ryzyka choroby
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w otrzewnej u podwdjnie pozytywnych kobiet, ale w mniejszym stopniu, niz u kobiet
negatywnych pod wzgledem tylko jednego z tych genéw. Wykazano takze zwigzek genu
KIR2DS4del z ciezkosciag choroby, poniewaz zaobserwowano wzrost odsetka pacjentek
pozytywnych pod wzglgdem tego wariantu wraz ze stopniem zaawansowania choroby
(p=0,012).

Podsumowujac wyniki opisane w tej pracy wykazano wpltyw genu KIR2DS5 i KIR2DS4del

na lokalizacje zmian chorobowych, jak rOwniez stopien zaawansowania. Nasze wyniki sugeruja

ponadto inne podloze genetyczne endometriozy jajnikowej i otrzewnowej. Potwierdzenie tych

badan na wiekszej grupie pacjentek i kobiet kontrolnych oraz réznych grupach etnicznych moze

przyczynié sie do uznania gendéw KIR2DS5 i KIR2DS4del oraz HLA-C C1 i C2 jako markeréw

genetycznych tej choroby. Nasze badania sa drugimi w §wiecie (po grupie z Japonii) nad rola

KIR i HLA w endometriozie i pierwszymi opublikowanymi, ktoére uwzgledniaja miejsce

lokalizacji zmian chorobowych.

e Nowak I., Malinowski A., Barcz E., Wilczynski J.R., Wagner M., Majorczyk E.,
Motak-Pochrzest H., Banasik M., Kusnierczyk P. Possible role of HLA-G, LILRB1 and
KIR2DL4 gene polymorphisms in spontaneous miscarriage. Archivum Immunologiae
et Therapiae Experimentalis, 2016, doi: 10.1007/s00005-016-0389-7.

Celem tej pracy byto wykazanie zwiazku genu KIR2DL4, LILRB1 oraz ich ligandu —
HLA-G z podatno$ciag na samoistne poronienia. Ponadto, testowano hipotez¢ czy brak
szczegolnego wariantu KIR2DL4 moze by¢ kompensowany przez obecnos$¢ odpowiedniego
allelu LILRB1, ktérego produkt biatkkowy nalezy do rodziny LILR (Leukocyte
Immunoglobulin-Like Receptor) zwanej tez ILT (Immunoglobulin-Like Transcript). LILRB1,
wystepuje gtownie na wigkszosci leukocytow i jest obecny w ludzkim tozysku (Mclntire i wsp.,
2008). W zwigzku z tym moze reagowal z czgsteczkami HLA-G zlokalizowanymi na
trofoblascie. LILRB1, podobnie jak KIR2DL4, moze wywiera¢ efekt hamujacy badz
aktywujacy aktywnos$¢ komorek NK. Dzieje si¢ tak ze wzgledu na obecnos¢ ITSM
(Immunoreceptor Tyrosine-based Switch Motif) w regionie cytoplazmatycznym tego
receptora, ktory po interakcji z biatkami adaptorowymi SAP (signaling lymphocyte activation
molecule (SLAM)-associated protein)) i EAT (Ewing’s sarcoma-associated transcript) moze
zmieni¢ funkcje z hamujacej na aktywujaca (Li i wsp., 2009). Wszystkie te przestanki wskazaty
na potrzebe wlaczenia rowniez tego genu do badan. W pracy przetestowano 277 par z 2 1 wigcej

poronieniami samoistnymi oraz 219 par kontrolnych, ktore maja ze sobg przynajmniej dwojke
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zdrowo urodzonych dzieci. Wsrod par z poronieniami 198 bylo nawracajacych (od 3 do 8
poronien), pozostate 79 par doswiadczyto dwoch poronien. Polimorfizm HLA-G badano w
trzech miejscach: -725 C>G>T, -716 T>G, 14 nukleotydowa insercja/delecja w 3’UTR. W
genie LILRB1 badano zamiang G>A w 14 intronie genu jako potencjalnego miejsca
alternatywnego sktadania. Polimorfizm genu KIR2DL4 badano w 4 pozycjach: 9571 C>T, 9620
A>-, 9769 C>A, 9797 A>G. Zastosowano metody PCR-SSP, HRM, RFLP. W analizie
wieloczynnikowej uwzgledniono wiek, liczbe poronien, tydzien poronienia, obecno$é
autoprzeciwcial, syndrom antyfosfolipidowy, polimorfizm MTHFR 677 C>T, MTHFR 1298
A>C. Nie wykazano zwigzku tych parametrow u pacjentki z liczba poronien. Wykazano
natomiast ochronny wptyw heterozygotycznosci HLA-G w pozycji -716 T>G (p=0,02,
OR=0,64) i LILRB1 w pozycji 5651 G>A (p=0,013, OR=0,40) u kobiet. Nie wykazano
natomiast zadnej korelacji badanych polimorfizméw genu KIR2DL4 u kobiet w
predysponowaniu, czy ochronie przed poronieniem. Zaskakujacym wynikiem okazat si¢ by¢
zwigzek z poronieniami heterozygotycznosci 9A/10A KIR2DLA4, ale u partneréw kobiet, ktore
poronity (p=0,0288, OR=1,49). Analiza statystyczna wykazala ponadto, ze wszystkie
wspomniane wyzej 3 polimorfizmy mogg mie¢ wplyw na sukces reprodukcyjny czlowieka
(p=0,00968, x24t=4 =13.35), jednakze nie jest to wptyw addytywny. W dostepne;j literaturze nie
znaleziono podobnych wynikow. Nikt do tej pory rowniez nie badat partnerow kobiet, ktore
poronity. Czy odziedziczony po ojcu allel KIR2DL4 u rozwijajacego si¢ ptodu moze mieé
wpltyw na interakcje komorkowe, jakie zachodzg w mikrosrodowisku macicy w czasie cigzy,
pozostaje do wyjasnienia. Jednakze praca Guo i1 wsp. (2013) pokazata, ze receptory KIR2DL4
i LILRB1 moga rowniez wystgpowac na trofoblascie pierwotnym i trofoblastycznych liniach
komorkowych Jar oraz JEG-3. Co wigcej, receptory te byly funkcjonalne i1 wigzaty
rozpuszczalne HLA-G5. Ponadto prace Brusilowsky’ego i wsp. (2013, 2014) wskazuja, ze
alternatywnym ligandem dla KIR2DL4 mogg by¢ heparyny (HS — heparan sulfate, GAG —
heparyn glycosaminoglycans), ktére moga zmienia¢ funkcje receptora KIR2DL4. Dlatego
mozna spekulowac, ze allel KIR2DL4 odziedziczony po ojcu i ekpresjonowany przez trofoblast
moze reagowac z proteoglikanami zawierajagcymi GAG 1 ta interakcja moze zaleze¢ od

polimorfizmu KIR2DL4. Podsumowujac wyniki heterozygotycznos¢ w pozycjach -716 HLA-G

i 5651 LILRB1 u kobiet moze by¢ korzystna w sukcesie reprodukcyjnym czlowieka, natomiast

heterozygotycznosé 9A/10A genu KIR2DL4 u ich partnerow nie.
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5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH
(ARTYSTYCZNYCH)
Podsumowanie

Moj dorobek naukowy obejmuje wspotautorstwo w 34 pracach opublikowanych w
czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR), w tym w 17 pracach
oryginalnych opublikowanych po uzyskaniu stopnia naukowego doktora (pierwszy autor - 5
prac, 2 prace rownorzednie z drugim autorem, autor korespondencyjny — 3 prac.
W 17 pracach opublikowanych w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation
Reports (JCR) przed uzyskaniem stopnia doktora pierwszym autorem bytam w 3 pracach oraz
w 4 pracach drugim autorem. M6j dorobek naukowy obejmuje réwniez 2 prace z pierwszym
autorstwem spoza bazy JCR, 50 komunikatow zjazdowych, 6 referatow wygloszonych na
konferencjach naukowych, w tym 2 na zaproszenie organizatorow. Sumaryczny wspotczynnik
wplywu (IF) prac oryginalnych wynosi 88,842 (punkty MNiSW: 615). Do dnia 4 kwietnia 2016
r., wedlug bazy Web Of Science (WOS), prace byly cytowane 313 razy, w tym 277 razy
wylaczajac autocytowania. M¢j Indeks Hirscha wynosi 12. Laczny IF szeSciu prac objetych
rozprawg habilitacyjna wynosi 18,269, przy liczbie cytowan 43. Praca naukowa i publikacje,
ktore powstaty w jej wyniku, zaowocowaty przyznaniem 5 nagrod (zat.3, VIII.). Ponadto, w
ramach dziatalnosci naukowej uczestniczylam/uczestniczg W realizacji 8 projektow
badawczych finansowanych przez Komitet Badan Naukowych, Ministerstwo Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego oraz Narodowe Centrum Nauki (w tym w 3 bylam/jestem

kierownikiem).

Opublikowanych przed Opublikowanych po tacznie
doktoratem doktoracie

Liczba publikacji naukowych 19 17 36
Liczba publikacji w czasopismach z 17 17 34
bazy Web of Science
taczna liczba punktow wg listy 240 375 615
czasopism MNiSW*
Sumaryczny IF 43,544 45,298 88,842

*obejmuje punkty za publikacje w czasopismach naukowych bez uwzglednienia publikacji streszczeh W
materiatach konferencyjnych.
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a) przebieg pracy naukowej przed uzyskaniem stopnia doktora

Prace licencjacky zatytutowang ,,Wptyw cytostatykow na stopien spolimeryzowania
aktyny w komorkach zwierzgcych” wykonatam pod opieka prof. dr hab. Marii Blaszkiewicz-
Malickie] w Instytucie Biochemii i Biologii Molekularnej Uniwersytetu Wroctawskiego. Po
ukonczeniu studiow licencjackich rozpoczetam studia magisterskie na Wydziale Nauk
Przyrodniczych Uniwersytetu Wroctawskiego na Kierunku Biotechnologia. Prace dyplomowa
pt.: ,,Biatka z nasion dyni figolistnej (Cucurbita ficifolia) reagujace z przeciwciatami anty-
CMTI. Izolacja i ich czgsciowa charakterystyka” realizowalam pod kierunkiem dr Ireny
Lorenc-Kubis w Instytucie Biochemii i Biologii Molekularnej Uniwersytetu Wroctawskiego.

Po ukonczeniu studiéw, w 1997 r. rozpoczetam prace w Laboratorium Immunogenetyki
IITD PAN we Wroctawiu na stanowisku asystenta. Poczatkowo zajetam si¢ wykonywaniem
sadowych ekspertyz dochodzenia ojcostwa metoda analizy polimorfizmu dlugosci fragmentow
restrykcyjnych minisatelitarnego DNA (do wrze$nia 2004 r.).

W 1998 r. otrzymatam grant KBN dla Mlodego Pracownika pt.: ,,Wplyw wlasnych
peptydéw ustroju na odpowiedz limfocytow T na obcy peptyd antygenowy”. Grant ten
realizowatam we wspolpracy z laboratorium prof. Leszka Ignatowicza z Institute of Molecular
Medicine and Genetics, Medical College of Georgia (USA), ktory uzyczyt mi unikatowego
modelu transfekowanych mysich fibroblastow jako komorek prezentujacych antygen.
Szczegoly dotyczace doswiadczen oraz ich wynikow zostaly opublikowane w 2 pracach (zat.3,
1.1.1.3 oraz 1.1.2.2), a za doniesienie zjazdowe (zatl.3, VIII.1) otrzymatam stypendium.

W latach 2005-2008 bytam wykonawcg 2 grantow KBN, w tym w jednym glownym
wykonawcg. Podczas realizacji projektu pt.: ,,Zwigzek genotypu KIR i HLA-C z nawracajacym
poronieniem”, ktorego kierownikiem byt prof. Piotr Kus$nierczyk, moje zainteresowania
dotyczace roli genéw dla receptorow immunoglobulinopodobnych komorek NK oraz HLA w
poronieniach samoistnych wzrosty, a wykonanie tych badan stato si¢ realne. W realizacje tego
projektu zaangazowani byli glownie prof. Andrzej Malinowski, prof. Henryk Tchorzewski oraz
prof. Jacek R. Wilczynski z Centrum Zdrowia Matki Polki w Lodzi oraz prof. Ewa Barcz z |
Katedry i Kliniki Potoznictwa i Ginekologii z Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Ta
wspotpraca zaowocowata publikacjg (zat.3, 1.1.1.17), natomiast doniesienie zjazdowe (zal.3,
VIIL.2) zostalo nagrodzone wyr6znieniem. Wyniki tego grantu staty si¢ czescia mojej pracy

doktorskiej.
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Rownolegle do badan realizowanych w ramach pracy doktorskiej uczestniczylam w
badaniach nad rolg KIR u biorcow i dawcow alogenicznej transplantacji komorek
hematopoetycznych we wspolpracy z dr Sebastianem Giebelem ze Slaskiego Uniwersytetu
Medycznego w Katowicach, ktora zakonczyta si¢ publikacjg 6 artykutéw, w tym 4 przed
uzyskaniem stopnia doktora (zat.3, 1.1.1.5, 1.1.1.12, 1.1.1.13, 1.1.1.16). Jedna z prac zostala
nagrodzona przez Dyrektora Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN im. L.
Hirszfelda we Wroctawiu w 2008 r. za publikacje o najwyzszym wspotczynniku wplywu (zat.
3, VIIL.4).

W latach 2006-2009 bytam réwniez gtdéwnym wykonawca projektu przyznanego przez
MNISW pt.: ,,Poszukiwanie zwigzku genotypu KIR z wystapieniem ostrego odrzucania u
chorych po transplantacji nerki”. Realizacja grantu zostata zakonczona 2 publikacjami, ktore
ukazaty si¢ w PLoS One w 2010 oraz 2012 r. (zat3, 1.2.1.1, 1.2.1.8) oraz 2 pracami
magisterskimi.

Nawigzanie wspolpracy z Zakladem Genetyki Medycznej oraz Zaktadem Histologii 1
Embriologii, a takze II Klinikg Potoznictwa i Ginekologii Uniwersytetu Medycznego w
Warszawie pozwolito pozyska¢ DNA od pacjentek z endometrioza. Zaczg¢tam wiec poszukiwaé
zwiazku badanych przeze mnie gendw z ta chorobg, szukajac podobnych korelacji do wynikow
uzyskanych w badaniu samoistnych poronien. Jednakze wyniki tych badan opublikowano juz
po uzyskaniu stopnia doktora (zat. 3, 1.2.1.1, 1.2.1.16).

Nalezy podkresli¢, iz duzg role w badaniach prowadzonych w naszym laboratorium
odegrata wieloletnia wspoélpraca z dr Davidem Senitzerem z City of Hope National Medical
Center, Duarte (USA), ktory w miar¢ potrzeby, udostepniatl nam startery do genotypowania
KIR metodg Multiplex-PCR. Ponadto, od 2006 r. uczestniczymy w standaryzacji
genotypowania KIR programu International KIR Exchange przeprowadzanego przez UCLA
Immunogenetics Center (USA), ktory sprawdza 3 razy do roku prawidlowos¢ genotypowania
KIR w naszym laboratorium.

Warsztat pracy pozwolil mi rowniez zaangazowacé si¢ W inne prace badawcze naszego
laboratorium, m.in. w:

e badanie roli polimorfizmu CTLA-4 w odrzucaniu przeszczepu nerkowego,
luszczycy, astmie alergicznej; TGFS w astmie alergicznej

e Dbadanie rozktadu genow KIR w zdrowej populacji polskiej

e badanie roli KIR i HLA w atopowym zapaleniu skory (grant MNiSW w latach
2009-2012, zat.3, VILS)
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b) przebieg pracy naukowej po uzyskaniu stopnia doktora

Stopien doktora nauk biologicznych z wyréznieniem uzyskatam w grudniu 2009 roku
za pracg pt.: ,,Ocena zwigzku genow KIR i HLA-C z podatnoscig na samoistne poronienia”. W
2011 r. ukazata si¢ drukiem praca zawierajaca wyniki bedace czgscig pracy doktorskiej (zat.3,
1.2.1.5). W tymze roku opisatam przypadek plodnej kobiety, ktora byta pozbawiona genu
KIR2DL4, dziewiaty taki przypadek opisany na $wiecie (zat.3, 1.2.1.4).

W 2010 r. ukazata si¢ praca podsumowujgca role genu KIR2DS5 w ochronie przed
niektorymi chorobami, m.in.: odrzuceniem przeszczepu nerkowego, endometrioza,
zesztywniajacym zapaleniem stawow kregostupa (zat.3, 1.2.1.1). Analiza danych pacjentow z
odrzucaniem przeszczepu nerkowego i ze stabilng funkcja nerki wobec HLA, choroby
podstawowej 1 wdrozonego leczenia pozwolily rozszerzy¢ zakres analiz statystycznych. W
2012 r. opublikowatam prace (zal.3, 1.2.1.8), za ktérag w 2013 r. odebratam nagrode Rektora
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu (zat. 3, VIIL5). W roku 2010 ztozytam kolejny
whniosek grantowy do MNISW, pt.: ,,Zwiagzek polimorfizmu genow KIR2DL4, LILRB1 i HLA-
G z poronieniem samoistnym”, na ktory w 2011 roku otrzymatam finansowanie. Realizacje
tego grantu prowadzitam do listopada 2014 r. W wyniku realizacji grantu powstaty 2 prace
(zat.3,1.2.1.15, 1.2.1.17), a wyniki byly prezentowane na 4 konferencjach (zat. 3, X.2.6, X.2.7,
X.2.8, X.2.10).

Jednoczes$nie zaangazowatam si¢ rowniez w realizacj¢ kolejnego projektu (zat.3, VIL.7) badajac
rozktad czestosci alleli 9A/10A KIR2DL4 u pacjentéw z niedrobnokomoérkowym rakiem ptuca
oraz w grupie kontrolnej (publikacja zat.3, 1.2.1.14).

Podjety podczas realizacji pracy doktorskiej kierunek badawczy, jakim bylo badanie
roli polimorfizmu KIR i HLA w rozrodzie cztowieka oraz w transplantacji rozwijam do dzis.
Badania i analizy statystyczne nad stopniami zaawansowania endometriozy zaowocowaty
publikacja (1.2.1.16). Ponadto, od lutego 2015 r. do lutego 2018 jestem kierownikiem projektu
NCN OPUST pt.: ,,Zwigzek polimorfizmu genéw KIR, LILRB oraz ich ligandow - HLA-C i
HLA-G z nawracajacymi niepowodzeniami implantacji zarodka po zaptodnieniu in vitro”, ktory
jest kontynuacja moich zainteresowan oraz badan nad zwigzkiem gendéw KIR i ich ligandow z
niepowodzeniami rozrodu u cztlowieka. We wspotprace zaangazowatam dr George’a Ndukwe
z kliniki wspomaganego rozrodu Zita West Assisted Fertility Clinic w Londynie, profesoréw
Malinowskiego 1 Wilczynskiego z Centrum Zdrowia Matki Polki w Lodzi oraz dr Michata

Radwana i dr Pawta Radwana ze Szpitala ,,Gameta” w Rzgowie. Celem projektu jest zbadanie
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zwigzku gendéw KIR, LILRB oraz ich ligandow — HLA-C i HLA-G z nawracajacymi
niepowodzeniami implantacji zarodka po zabiegu in vitro w populacji polskiej, jak rowniez w
populacji brytyjskiej. Polimorfizm HLA-G bedzie skorelowany z iloscig jego rozpuszczalnej
formy (SHLA-G) w osoczu krwi pacjentek przed zabiegiem in vitro, w medium hodowlanym
zaptodnionej komorki jajowej w 3 dniu hodowli oraz po zabiegu in vitro. Poniewaz embrion
dziedziczy w polowie geny od matki 1 ojca, rowniez czynnik genetyczny pochodzenia
ojcowskiego moze by¢ wazny w prawidlowej implantacji zarodka do blony sluzowej macicy.
Dodatkowo badania z podziatem na grupy etniczne pozwola na szerszy poglad na udziat wyzej
wymienionych genéw i rozpuszczalnego HLA-G w niepowodzeniach implantacji zarodka.
Nalezy podkresli¢, ze sporg grupe pacjentek zglaszajacych si¢ do Zita West Assisted Fertility
Clinic w Londynie w celu poddania si¢ zabiegowi IVF stanowia Azjatki, ktore maja odmienny
zestaw gendow KIR i HLA od tych obserwowanych w populacji kaukaskiej. By¢ moze istnieja
szczegolne kombinacje wariantow HLA-G i HLA-C z niektorymi zestawami alleli genow KIR
i LILRB, ktore moga sprzyja¢ niepowodzeniom implantacji zarodka w zalezno$ci od grupy

etnicznej.

Ponizej przedstawiono najwazniejsze zagadnienia W trakcie realizacji — nie opublikowane:

e Pacjentki po poronieniach samoistnych niejednokrotnie wykazuja tendencje w kierunku
zmian zakrzepowych. Jednym z genow predysponujacych do zakrzepicy jest gen
MTHFR, ktory koduje enzym — reduktaze metylenotetrahydrofolianu, bioracy udziat w
procesie przeksztalcenia aminokwasu homocysteiny do metioniny w reakcji
katalizowanej przez syntaz¢ metioninowg. U os6b z mutacjg punktowg 677C>T w genie
MTHFR stwierdza si¢ podwyzszone st¢zenie homocysteiny we krwi i moczu oraz niskie
stezenie metioniny. Rowniez mutacja A>C w pozycji 1298 tego genu skutkuje
obnizeniem aktywno$ci enzymu. W ramach pracy inzynierskiej mojej studentki
przetestowano 293 pacjentki z poronieniami samoistnymi oraz grupe 219 zdrowych,
ptodnych kobiet. Znaleziono zalezno$¢ wystgpowania poronien do 10 tygodnia ciazy u
kobiet z podwyzszong homocysteing. Jednakze duzy przedzial ufnosci dla testu wskazat
na zbyt malg ich liczbe, zeby wynik byt informatywny. W zwigzku z tym od roku
zwigkszamy grupe pacjentek z podwyzszong homocysteing.

e Zuwagi na odkrycie nowego ligandu dla KIR2DL4, jakim sg heparyny zbieramy dane

kliniczne od pacjentek z poronieniami samoistnymi. Wiele pacjentek w ramach leczenia
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otrzymuje heparyn¢ drobnoczasteczkowa w celu zmniejszenia krzepliwosci krwi u
pacjentek z podwyzszonym ryzykiem zakrzepicy. Niezwykle interesujgcym badaniem
bedzie wiec analiza wptywu genotypu KIR2DL4 na losy kolejnej cigzy u pacjentek
przyjmujacych rézne dawki heparyny.

e Poniewaz od roku 2011 zwickszono liczbe par z poronieniami samoistnymi do badan o
ok. 130 par od poprzednio opublikowanej grupy 149 par i wykonano genotypowanie
KIR oraz HLA-C, planujemy ponowne analizy statystyczne, ktore zweryfikuja czy
wyniki poprzednio uzyskane powtarzajg sie.

e Kontynuacja badan nad rolg KIR i HLA w utrzymaniu/odrzucaniu przeszczepu
nerkowego. Kolejnym krokiem bedzie korelacja wyniku zastosowanego leczenia

immunosupresyjnego u pacjentdw po przeszczepie z genotypem KIR2DS5 i KIR2DS4.

Literatura uzupelniajaca do autoreferatu:

e Brusilowsky i wsp. J. Immunol., 2013, 191: 5256-5267.

e Brusilowsky i wsp. Front. Oncol., 2014, 4: 1-3.

e Carrington i Norman. The KIR gene cluster. Bethesda, M.D: U.S. Natl. Library
Med., National Centre for Biotechnology Information; 2003.

e Cooksey i wsp. Br. J. Surg., 1984, 71: 874-877.

e Diejomaoh. Med. Princ. Pract., 2015, 24 Suppl. 1: 38-55.

e Dunselman i wsp., Hum. Reprod., 2014, 29: 400-412.

e Goodridge i wsp. Molec. Hum. Reprod., 2009, 15: 489-497.

e Gomez-Lozano i wsp. Eur. J. Immunol., 2003, 33: 639-644.

e Guethlein i wsp. Immunol Rev. 2015, 267(1): 259-282.

e Guo i wsp. PLoS One., 2013, 8(10): e76023.

e King iwsp. Placenta, 2000a, 21, Suppl. A, Trophoblast Research, 14: S81-S85.

¢ King i wsp. Placenta, 2000b, 21: 376-387.

e Lash i wsp. Placenta, 2008, 29 Suppl A: S92-94.

e Liiwsp. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2009, 106: 5767-5772.

e Malinowski i Wilczynski. Ginekologia Praktyczna, 2003, 11: 47-56.

e Mclntire i wsp. Placenta, 2008, 29: 631-638.

e Medawar. Symp. Soc. Exp. Biol., 1953, 7: 320-338.

e Menier i wsp. Tissue Antigens, 2009, 75: 201-206.

23


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26284483

Zalacznik 2. Autoreferat

Nankivell i Alexander. N. Engl. J. Med., 2010, 363: 1451-1462.
Nowak i wsp. J. Appl. Genet., 2009, 50(4): 391-398.

Nowak i wsp. J. Reprod. Immunol. 2011, 88(1): 32-37.
Oberbarnscheidt i wsp. Sem. Immunol., 2011, 23: 264-272.
Parham. Immunol. Lett., 2004, 92: 11-13.

PrabhuDas i wsp., Nat Immunol. 2015, 16(4): 328-34.

The Practice Commitee of the American Society for Reproductive Medicine.

Fertility and Sterility, 2012, 98: 591-598.
Totterman i wsp. Transplantation, 1989, 47: 817-823.
Vampa i wsp. Transplantation, 2003, 76: 1220-1228.

wﬂo@w” AO 0Y Ko lGrr .

Nowal, Tuaeelo.

24



