1. STRESZCZENIE

Zespot policystycznych jajnikéw (PCOS) jest jednym z najbardziej zréznicowanych
zespotow endokrynologicznych u kobiet, jednak jego etiologia i mechanizmy
patogenetyczne wcigz pozostajg niejasne. Szacuje sie, Ze zespét PCOS wystepuje
z czestotliwoscia 10-20% i jest to najczesciej wystepujgca endokrynopatia u kobiet
w wieku reprodukcyjnym. Gtéwne konsekwencje wystapienia tego schorzenia to
zaburzenie funkcji endokrynologiczno - metabolicznych i przede wszystkim funkcji
rozrodczych. Choroba nieleczona moze prowadzi¢ do powaznych konsekwencji
zdrowotnych, takich jak nieptodnosé, cukrzyca, rak endometrium, choroby serca
i nadci$nienie tetnicze. Obowigzujgcymi Kryteriami rozpoznania PCOS sg tzw. kryteria
rotterdamskie (Rotterdam ESHRE 2003). Na obecnym etapie wiedzy, za gtéwna przyczyne
PCOS uwaza sie nadmierne wytwarzanie androgenow. Defekty enzymatyczne na szlakach
steroidogenezy, odpowiedzialne za ztozone zaburzenia hormonalne, manifestujg sie
czesto hiperandrogenizmem, dlatego zesp6t PCOS jest diagnozowany przez wykluczenie
innych choréb endokrynologicznych, dajacych podobne objawy. W réznicowaniu nalezy
uwzgledni¢ mozliwo$¢ wystgpienia zespotu Cushinga oraz wrodzonego przerostu kory

nadnerczy.

Niespdjne kryteria diagnostyczne, brak charakterystycznych biomarkerow
chemicznych, rozpoznanie przez wykluczenie wydtuza proces diagnostyczny i ogranicza
mozliwos¢ szybkiej interwencji terapeutycznej. Do badan dotychczas diagnozujacych
PCOS nalezg badania biochemiczne w surowicy krwi: testosteron (T), androstendion (A),
hormon luteotropowy (LH), hormon folikulotropowy (FSH), badanie ultrasonograficzne
jajnikéw (USG) oraz wywiad lekarski na temat objawéw klinicznych. Alternatywna
technikg analityczng, wykorzystujaca chromatografie gazowa (GC) jest analiza profilowa
steroidbw w moczu. Analiza ta obejmuje szereg metabolitbw tworzacych
charakterystyczny obraz chromatograficzny, ktéry odzwierciedla fizjologiczny stan

organizmu, specyficzne zaburzenia syntezy lub metabolizmu hormonéw steroidowych.

Gtéwnym celem rozprawy doktorskiej byto poszukiwanie nowych, specyficznych
biomarkeréw chemicznych moggcych mie¢ zastosowanie w diagnostyce PCOS. Cel zostal
zrealizowany przez analize poréwnawcza, metabolomiczng i bioinformatyczng profilu
steroidowego w moczu kobiet zdrowych i pacjentek z PCOS metodg chromatografii

gazowej sprzezonej ze spektrometrig masowg (GC-MS).
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Grupe kontrolng (Gr. 1) stanowito 150 zdrowych kobiet w wieku od 16 do 35 lat
bez cech zaburzen ginekologiczno - endokrynologicznych, niestosujgcych antykoncepciji.
Grupe badana (Gr. 2) zrekrutowano spos$réd pacjentek Kliniki Endokrynologii
i Diabetologii IPCZD oraz z Kliniki Endokrynologii Ginekologicznej WUM z rozpoznanym
zespotem  policystycznych  jajnikéw wedlug  obecnie przyjetych kryteriéw
diagnostycznych (Rotterdam ESHRE 2003, AES 2006 i NIH 1990). Grupe badang (Gr. 2)
stanowito 76 pacjentek w wieku od 16 do 35 Iat. Kryteriami wykluczenia byto
przyjmowanie lekéw hormonalnych, nieodpowiednia faza cyklu, ciaza, brak pisemne;j
zgody na wykonanie badania oraz Zle pobrany i/lub Zle przechowywany materiat
biologiczny. Do analizy profilu steroidowego stosowane byly prébki moczu (50ml)
pochodzgce z 24- godzinnej dobowej zbiérki moczu (DZM), dajace pelny obraz profilu

hormonalnego.

Wykorzystujac otrzymane wyniki przeprowadzono analize danych w celu
poréwnania parametréw sktadowych profili steroidowych pacjentek z zespotem PCOS
izdrowych kobiet. W pierwszym etapie rozprawy opracowano wartosci referencyjne
poszczegblnych metabolitéw steroidowych oznaczanych w profilu steroidowym w moczu
dla kobiet w wieku 16 - 35 lat. Wartoéci punktéw odniesienia przedstawione w pracy
doktorskiej zostaty wygenerowane na podstawie licznej grupy kobiet (150 0s6b) $cisle
spetniajgcych  warunki  wiaczenia. Nastgpnie w ramach pracy doktorskiej
przeprowadzono analizy poréwnawcze profilu steroidowego w moczu u kobiet zdrowych

oraz cierpigcych na zesp6t PCOS.

Celem tego etapu bylo zidentyfikowanie charakterystycznego wzorca, uktadu
zwigzkéw chemicznych specyficznych dla PCOS. Zastosowana strategia analityczno-
bioinformatyczna, wykorzystana w tych badaniach, potwierdzita przydatno$¢ profilu
steroidowego, jako narzedzia poszukiwania chemicznych biomarkeréw dla tego
schorzenia. Wyniki osiggniete w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej jednoznacznie
wskazaly, ze zespét policystycznych jajnikbw wplywa na zmiany w wydalaniu
metabolitéw steroidowych u kobiet z PCOS. W trakcie badar nad prébkami moczu kobiet
z zespotem PCOS, wykorzystujac techniki analizy instrumentalnej wraz z uwzglednieniem
analizy struktur molekularnych, dokonano identyfikacji 38 zwigzkéw hormonalnych.
Poprzez wykorzystanie analizy bioinformatycznej, dokonano selekcji metabolitéw
steroidowych, ktérych poziomy korelowaty z wystepowaniem zespotu policystycznych

jajnikow. Stosujac krokowa analize dyskryminacji, wyselekcjonowano zmienne bedace
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predyktorami zespotu PCOS. Wykazano, ze réznice istotne statystycznie dotyczyty 10 z 38
zidentyfikowanych zwigzkéw chemicznych. Gtéwne parametry réznicujgce w analizie
profilowej to 5AND, 16-OHDHA, 5PT’ i PT Przeprowadzone analizy klasyfikacyjne
wykazaty, ze opracowany model predykcyjny skutecznie rozpoznaje przynalezno$¢ do
grupy kontrolnej z doktadnoscig wynoszacg 100%, natomiast w przypadku PCOS
prawidlowo réznicuje 93,4% chorych. Opracowany model predykcyjny poprawnie

Klasyfikuje 97,8% przypadkéw réznicujac pacjentki z PCOS niezaleznie od fenotypu.

Zastosowanie analizy profilu steroidéw w moczu w diagnostyce zespotu PCOS na
poziomie biochemicznym, umozliwi odejécie od stosowanej obecnie praktyki rozpoznania
przez wykluczenie, utatwi proces diagnostyczny, co w konsekwencji przyspieszy

wprowadzenie odpowiednich procedur terapeutycznych.



