Nr rejestracyjny: 2018/29/N/NZ5/00940; Kierownik projektu: mgr inz. Karolina Anna Wilczyriska

Nieptodno$¢ oraz trudnosci zwigzane z zajSciem w cigz¢ stanowia w dzisiejszym §wiecie coOraz
wigkszy problem. Obecnie kobiety decyduja si¢ najpierw na osiggnigcie okreslonego poziomu wyksztatcenia
oraz stabilizacji ekonomicznej, a dopiero potem (okoto 30-tki) na macierzynstwo, a przeciez ptodnos¢ kobiety
jest uwarunkowana jej wiekiem. Z tego tez wzgledu coraz wigcej z nich wymaga technik wspomaganego
rozrodu (ART ang. assisted reproductive technology). Techniki wspomaganego rozrodu, do ktérych nalezy
zaptodnienie in vitro (IVF) czesto sg ostatnig szansg na posiadanie wtasnego dziecka. Pomimo znacznego
postepu tych technik, okoto 10% kobiet poddajacych si¢ zabiegowi in vitro, doswiadcza nawracajgcych
niepowodzen implantacji zarodka (RIF, ang. recurrent implantation failure). Mozemy moéwi¢ o tym
zaburzeniu, gdy kobieta w wieku ponizej 40 lat poddata si¢ co najmniej trzem procedurom IVF, w ktorych
byly przeniesione przynajmniej cztery dobrej jakosci zarodki i pomimo tego nie zaszta w cigzg. Ponad 50%
takich przypadkéw wcigz pozostaje niewyjasnione. Dlaczego wiec nie wszystkim zarodkom udaje si¢
prawidlowa implantacja do macicy? W poszukiwaniach przyczyn tych niepowodzen, wazne jest lepsze
poznanie uktadu immunologicznego, a konkretniej mechanizmow tolerancji immunologicznej matki wobec
obcego antygenowo zarodka i ptodu.

W czasie implantacji i wczesnej cigzy najwigkszg populacje w macicy stanowig maciczne komorki
NK. Na ich powierzchni znajduja si¢ receptory, m.in. receptory immunoglobulinopodobne KIR. Receptory te
moga rozpoznawac swoiste ligandy, ktore znajduja si¢ na powierzchni zagniezdzajacego si¢ zarodka. Takimi
ligandami sg antygeny leukocytarne HLA klasy I (HLA-C, HLA-G), ktore w potowie pochodza od matki, jak
i od ojca. W badaniach prowadzonych w naszym laboratorium analizuje zréznicowanie (polimorfizm) genow,
ktore koduja receptory KIR i ich ligandy HLA u par z nawracajacymi niepowodzeniami implantacji zarodka
po zabiegu in vitro. To od wlasciwej interakcji antygenow HLA na komorkach powstajacego tozyska
(trofoblastu) z receptorami KIR na komorkach NK w macicy, moze zaleze¢ odpowiedz tychze komorek NK
na rozwijajacy sie zarodek. W zwigzku z tym polimorfizm tych genéw pochodzenia zaré6wno matczynego, jak
i ojcowskiego, moze warunkowa¢ udang implantacje. W czasie interakcji KIR-HLA dochodzi rowniez do
prezentacji peptydu antygenowego w kontekécie HLA. Okazuje si¢, ze wigkszo$¢ peptyddéw antygenowych
prezentowanych przez HLA powstaje przez ich ciecie do odpowiedniej dlugosci przez aminopeptydazy
siateczki §rodplazmatycznej ERAP1 i ERAP2. Jesli te aminopeptydazy i ich genetyczne zr6znicowanie maja
wplyw na powstawanie odpowiedniego kompleksu peptyd antygenowy - HLA-C i/lub HLA-G zarodka,
prezentowanego odpowiednim receptorom, to moze mie¢ to znaczacy wptyw na niepowodzenia implantacji.
Wydaje sie, ze hipoteza ta jest uzasadniona. Nasze badania wstepne wykazaty istotne réznice w polimorfizmie
genéow ERAP pomigdzy kobietami do$wiadczajagcymi nawracajacych spontanicznych poronien, kobietami
cierpigcymi na RIF oraz zdrowymi kobietami ptodnymi.

Glownym celem tego projektu jest zbadanie roli aminopeptydaz siateczki §rédplazmatycznej ERAP1
i ERAP2 u pacjentek z RIF, co jest niejako kontynuacja prac badawczych nad rolg KIR i HLA oraz moze by¢
brakujacym elementem w zrozumieniu patomechanizmu zaburzen rozrodu. Kobiety, ktorym udato si¢ zajs¢ w
cigze po zabiegu in vitro oraz kobiety ptodne, posiadajace przynajmniej dwojke zdrowo urodzonych dzieci
beda stanowi¢ grupy kontrolne. Zastosowanie techniki PCR w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR) pozwoli
oceni¢ polimorfizm genéw ERAP u kobiet z RIF jak rowniez ich partnerow. Dodatkowo zbadana zostanie
ilos¢ aminopeptydaz u kobiet z RIF przed i po procedurze IVF-ET (IVF-embryo transfer) w osoczu krwi testem
ELISA, co pozwoli nam potaczy¢ genetyke ERAP z ich sekrecja do krwi obwodowej i przyblizy nam rol¢ obu
aminopeptydaz w RIF. Co wigcej, analizie poddane beda rowniez kombinacje polimorfizmu ERAP, KIR, HLA-
C, HLA-G wsrod par cierpiacych na RIF. By¢ moze rozne genetyczne warianty HLA w polaczeniu z pewnymi
zestawami genow KIR i ERAP maja wptyw na nawracajace niepowodzenia implantacji zarodka po zabiegu in
vitro.

W projekcie chcemy rowniez zbada¢ profil immunologiczny (poziom cytokin pro- i przeciwzapalnych
oraz czynnikow wzrostowych) kobiet przed i po zabiegu in vitro w osoczu pacjentek. Ma to na celu
sprawdzenie czy odmienne protokoty stymulacji jajnikow, jakim poddawane sa pacjentki w celu pobrania jak
najwickszej liczby komorek jajowych do IVF, a takze sama procedura IVF-ET, moga mie¢ wptyw na
powstawanie reakcji zapalnych. Poniewaz dowiedziono, ze ERAP1 ztuszcza receptory dla cytokin, m.in. dla
TNFR-a i ILR-6, jego wplyw na poziom tychze cytokin i ich receptorow w trakcie implantacji moze by¢
istotny. Istotnym faktem jest rowniez to, ze w praktyce klinicznej w Polsce pacjentki nie sg poddawane
rutynowo testom okreslajacym poziom cytokin pro- i przeciwzapalnych oraz czynnikéw wzrostowych.

Wierzymy, ze badania wykonywane w tym projekcie poszerza wiedz¢ dotyczaca czynnikow, ktore
moga wplywa¢ na podatnos¢ na nawracajace niepowodzenia implantacji zarodka po zabiegu in vitro, w
zaleznosci od indywidualnych (genetycznych i immunologicznych) predyspozycji par borykajacych si¢ z
problemem nieptodnosci. Nasze badania mogg okaza¢ si¢ pomocne w diagnostyce RIF i prognozowaniu
wynikow terapii oraz mogg przyczynic si¢ do wyjasnienia patogenezy tej choroby.



