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Streszczenie

Wprowadzenie: Diagnostyka endometriozy w dalszym ciggu pozostaje sporym

wyzwaniem, gdyz nawet obecnie zalecane metody obrazowe (USG, MRI), posiadaja
znaczne ograniczenia jes$li chodzi o diagnostyke zmian zaotrzewnowych i glgboko
naciekajacych. Sktania to wielu badaczy do poszukiwania niedrogich, a przede
wszystkim nieinwazyjnych, biomarkerow umozliwiajgcych skuteczne diagnozowanie
kobiet z podejrzeniem endometriozy, lub przynajmniej do wytypowania panelu
markeréw  przydatnych ~w  badaniach  przesiewowych 1  pozwalajacych
na wyselekcjonowanie kobiet o wysokim prawdopodobienstwie rozwoju zaawansowanej

endometriozy.

Cel badan: Jednym z gtéwnych celow przeprowadzonych badan byta ocena przydatnosci
diagnostycznej oznaczen stezen wybranych parametréw stanu zapalnego, tj. IL-1p, IL-6,
hs-CRP, 1gG, YKL-40, PRL i CA 125, oraz parametrow rownowagi oksydacyjno-
antyoksydacyjnej, tj.: TAS, FRAP, albuminy, bilirubiny catkowitej, kwasu moczowego,
zelaza catkowitego, SIRT3, SIRT5, SIRT6, telomerazy i AOPP, w diagnozowaniu
zaawansowane] endometriozy. Badania miatly réwniez na celu sprawdzenie,
Czy oznaczenia stezen w/w zestawu markerow moga by¢ przydatne do réznicowania
pacjentek z zaawansowang endometrioza od kobiet bez endometriozy, ale chorujgcych
na tagodne zaburzenia ginekologiczne. Istotnym aspektem moich badan byta réwniez
ocena mozliwosci zastosowania spektroskopii ostabionego catkowitego odbicia
w podczerwieni, jako metody pomocnej w nieinwazyjnym diagnozowaniu pacjentek
z zaawansowang endometriozg i/lub jako metody roznicujacej endometrioze¢ z innymi

zaburzeniami ginekologicznymi.

Material i metody: Materialem badanym byly 43 surowice krwi pochodzace

od pacjentek z endometriozg (E). Zebrano roéwniez 35 surowic krwi pochodzacych
od kobiet bez endometriozy lecz z tagodnymi zaburzeniami ginekologicznymi (NE),
stanowigcych grupe odniesienia. Materiat kontrolny stanowito 18 surowic Kkrwi
pochodzacych od zdrowych ochotniczek (C). Metodg ELISA oznaczono stgzenia: 1L-1p,
IL-6, YKL-40, SIRT3, SIRT5, SIRT6 i telomerazy. Immunoturbidymetrycznie
oznaczono stezenia hs-CRP 1 IgG, za pomocg elektrochemiluminescencji oznaczono

stezenia PRL, CA 125 i estradiolu. Metoda kolorymetryczna postuzyla do oznaczenia
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stezen: TAS, ALB, T-BIL, UA, Fe catkowite, AOPP oraz FRAP. Do analizy statystycznej
uzyskanych wynikéw zastosowano program Statistica 13.3 PL, a za istotne uznano
wyniki, dla ktorych wspétczynnik istotnosci p<0,05, natomiast dla danych spektralnych
— Matlab. Projekt badan przedstawionych w niniejszej rozprawie doktorskiej zostat

pozytywnie zaopiniowany przez Komisj¢ Bioetyczng Uniwersytetu Medycznego

im. Piastow Slaskich we Wroctawiu (nr 231/2019, nr 634/2019, nr 685/2019).

Wyniki: Wykazano, ze wartos$ci stezen parametrow stanu zapalnego, tj.: IL-1pB, IL-6,
hs-CRP, YKL-40, PRL i CA 125 sa istotnie wyzsze W surowicach krwi pacjentek
z zaawansowang endometriozg niz w grupie kontrolnej kobiet zdrowych. Natomiast
stezenia FRAP 1 AOPP byty istotnie wyzsze zarowno w grupie E, jak i NE, niz w grupie
kontrolnej. Stezenia surowiczej telomerazy byly istotnie wyzsze w grupie pacjentek
z endometrioza niz u kobiet zdrowych. Jedynym parametrem roznicujacym pacjentki
z zaawansowang endometriozg od pacjentek bez endometriozy, ale z tagodnymi
schorzeniami ginekologicznymi, byt marker CA 125. Parametr ten byt rowniez jedynym,
ktorego warto$¢ stezenia byla istotna w oszacowaniu ryzyka rozwoju zaawansowanej
endometriozy, niezaleznie od grupy odniesienia zastosowanej w modelu, a wigc réwniez
grupy NE. Uzyskane modele w analizie PLS-DA, skonstruowane w oparciu wartosci
oznaczonych stezen wybranych parametréw biochemicznych i regiony widm FTIR ATR
surowic krwi, charakteryzowaty si¢ czulo$cia, swoistoscig i doktadno$cig na poziomie
odpowiednio: 81-100%, 89-100% oraz 91-100% i pozwolity na réznicowanie wszystkich
trzech grup badanych miedzy sobg, odpowiednio: E, NE i grupy kontrolnej kobiet
zdrowych.

Whioski: Wyniki badan przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej w istotny
sposOb przyczynity si¢ do poszerzenia wiedzy z zakresu dodatkowych aspektow
zwigzanych z nieinwazyjng diagnostyka zaawansowanej endometriozy. Zastosowanie
do oznaczen diagnostycznych panelu wybranych surowiczych parametrow
pozwalajacych na ocene stopnia zaawansowania stanu zapalnego oraz utrzymania
rownowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej, w potaczeniu z widmem uzyskanym
za pomoca spektroskopii ostabionego catkowitego odbicia w podczerwieni (ATR-IR),
moze stanowi¢ bardzo uzyteczne narzgdzie Kliniczne pozwalajace na wyselekcjonowanie
kobiet, u ktorych wystepuje duze ryzyko rozwoju zaawansowanej endometriozy.
Przelomowym osiggnieciem wydaje si¢ by¢ uzyskany w analizie ATR-IR model

diagnostyczny, o potencjalnym zastosowaniu rowniez do monitorowania nawrotu
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choroby, gdyz uzyskano calkowity rozdzial miedzy grupa pacjentek z endometrioza
agrupa NE, co oznacza, ze uzyskany model jest charakterystyczny tylko
dla endometriozy. Zgodnie z mojg najlepszg wiedza, sg to pierwsze badania, w ktorych
zastosowano dane tgczone - widma ATR i dane biochemiczne w diagnostyce roznicowe;j

zaawansowanej endometriozy.
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Summary

Introduction: The diagnosis of endometriosis remains a challenge, as even the currently
recommended imaging methods (USG, MRI) have significant limitations when it comes to the
diagnosis of retroperitoneal and deep infiltrating lesions. This prompts many researchers to look
for inexpensive and non-invasive biomarkers to diagnose women with suspected endometriosis,
or at least select a panel of markers useful in screening tests and allowing the selection

of women with a high probability of advanced endometriosis.

The aim of the study: The main aim of the study was to assess the diagnostic possibilities
of the analyzed parameters of inflammation, i.e. IL-1B, IL-6, hs-CRP, IgG, YKL 40, PRL and
CA 125, and the parameters of the oxidative-antioxidant balance, i.e. TAS, FRAP, albumin,
total bilirubin, uric acid, total iron, SIRT3, SIRT5, SIRT6, telomerase and AOPP as an auxiliary

tool in the diagnostics of advanced endometriosis. The study was also aimed at checking
whether the determination of the above-mentioned set of markers may be useful
in distinguishing patients with advanced endometriosis from women suffering from other
benign gynecological disorders but without endometriosis. It was also crucial to assess the
possibility of using attenuated total infrared spectroscopy as a method helpful in the non-
invasive diagnosis of patients with advanced endometriosis and/or a method for differentiation

with other gynecological disorders.

Materials and methods: The study material consisted of 43 blood serum samples from patients

with endometriosis (E). As comparative group, 35 serum samples of women with other mild
gynecological disorders, but without endometriosis (NE), were also selected. The control group
was composed of 18 serum samples derived from healthy female volunteers (C). The ELISA
method was used to determine the concentrations of: IL-1f, 1L-6, YKL-40, SIRT3, SIRT5,
SIRT6 and telomerase. Immunoturbidimetry was used to determine the concentrations of hs-
CRP and 1gG, and electrochemiluminescence to determine the concentrations of PRL, CA 125
and estradiol. Colorimetric method was used to determine the concentrations of: TAS, ALB,
T-BIL, UA, total Fe, AOPP and FRAP. Statistical analysis of the obtained results was
performed using the Statistica 13.3 PL, where the results were significant for p values lower
than 0.05, and for spectral data - Matlab. The research project presented in this doctoral thesis
received a positive opinion of the Bioethics Committee at the Wroclaw Medical University
(No. 231/2019, No. 634/2019, No. 685/2019).
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Results: The most important results include a significantly higher concentration
of inflammatory parameters, i.e. IL-1p, IL-6, hs CRP, YKL-40, PRL and CA 125 in the blood
serum in the group of patients with endometriosis compared to the control group of healthy
women. In turn, the concentrations of FRAP and AOPP were significantly higher in the E and
NE groups than in the control group. Telomerase levels were significantly higher in the
endometriosis group than in the control group. The only parameter differentiating patients with
advanced endometriosis from patients with other benign gynecological diseases but without
endometriosis was the marker CA 125. This parameter was also the only one whose
concentration was significant in estimating the risk of advanced endometriosis, regardless of the
reference group used in the model including NE groups. The models obtained in the PLS-DA
analysis, constructed on the basis of selected biochemical parameters and regions of the FTIR
ATR spectra of blood serum, obtained sensitivity, specificity and accuracy at the level
of 81-100%, 89-100% and 91-100%, respectively.

Conclusions: The results obtained in my doctoral thesis significantly contributed to extending
the knowledge in the field of non-invasive diagnostics of advanced endometriosis. The use
of a selected panel of parameters assessing inflammation and oxidative-antioxidant balance,
in combination with the spectrum obtained by attenuated total infrared spectroscopy, is a very
useful clinical tool, if not for diagnosis, then certainly for selecting women at high risk
of advanced endometriosis. The model obtained in the analysis seems to be a breakthrough
achievement, also (potential) in the field of disease relapse monitoring, as a complete separation
with the group of NE patients has been achieved, i.e. the model is characteristic only for
endometriosis. To the best of my knowledge, this is the first study to use fused data - ATR

spectra and biochemical data for the differential diagnosis of advanced endometriosis.



