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STRESZCZENIE

Wstep: Udar mozgu w 70-80% przypadkow ma etiotogiedokrwienn i jest jedna z najczstszych
przyczyn $mierci oraz trwalej niepetnospraw§td u oséb dorostych. Z tego powodu rgyim
problemem jest optymalizacja procesu diagnostyderapeutycznego jego ostrej fazy ostrej fazy.
Niektére doniesienia sugeayjze pomiar sfzenia w osoczu biatek pochegzych z moézgu —
uwalnianych i przenikapych barie¢ krew-m6zg w stanie ostrej fazy, mogtby ¢cbyrzydatny

w optymalizacji postpowania w ostrym niedokrwieniu moézgu. Niemniggdne z bialek osocza nie
znalazto do tej pory zastosowania w algorytmaclgratyki lub leczenia udaréw niedokrwiennych.
Kolejnym obszarem dagym mazliwos¢ modyfikaciji posgpowania u oséb z niedokrwieniem mozgu
jest dysfunkcja srédbtonka naczyniowego. Me ona by niezalenym czynnikiem ryzyka
lub weczesnym rewelatorem patologii u 0séb, ktoeernzwirety jeszcze objawdw klinicznych.

Cele pracy: Gtdwnym celem badania byta identyfikacja biatek etgmcjalnych kandydatow
na biomarkery udaru niedokrwiennego mézgu oraz wumkichwytu dla dziatania nowych lekow
neuroprotekcyjnych. Dodatkowo zaplanowano paanie faktu wysipienia udaru moézgu
z oszacowanym ryzykiem sercowo-naczyniowym (za pamd&onwencjonalnych markeréw
biochemicznych), jak rowniez funkcp srodbtonka ocenian na podstawie badaczynnaciowych
(z wzyciem metody laser dopler) oraz badania biochergizmarkerow funkcjsrédbtonka.

Materiat i metody: Grupe badam stanowito 32 pacjentéw (w wieku 29-80 lat) z nowo
zdiagnozowanym swiezym udarem niedokrwiennym mozgu. Grupa kontrolnaaddda si

z 29 ochotnikéw, dobranych demograficznie do grbpyganej. Ocenproteomu osocza ludzkiego
w szeregach czasowych przeprowadzono za pgmuetody ledacej pohczeniem chromatografii
cieczowej ze spektromeirimas (LC-MS). Pobranie i zabezpieczenie krwi doeprawadzenia
p&zniejszych analiz (w tym LC-MS proteomu osocza, rmeabkv funkcji s$rédbtonka
oraz podstawowych baflabiochemicznych), jak i nieinwazyjne badanie funkérodbtonka
naczyniowego metadaser dopler byto w grupie badanej przeprowadzhmekrotnie (w 1. i 7. dobie
hospitalizaciji), a w grupie kontrolnej jednokrotnie

Whyniki: Dzieki badaniu LC-MS zidentyfikowano dziesibiatek, ktérych stzenia w osoczu istotnie
roznity si¢ migdzy grup badam, a grup kontrolny: skladowa B dopetniacza, apolipoproteina A-l,
fibronektyna, fetuina A, alfa-1B-glikoproteina, tkia szoku cieplnego rodziny Hsp70, fosforylaza
tymidyn owa, syntetaza tryptofanylo-tRNA, fikolitka- dipeptydaza beta-alanylohistydynowa.
Ponadto udato siwykaz&, ze udarowi niedokrwiennemu towarzyszy istotna dykimsrodbtonka
naczyniowego zafma przede wszystkim od podwgzonego stzenia asymetrycznej dimetyloargininy
oraz niedoboru kwasu foliowego.

Whioski: Jest to pierwsze dynamiczne badanie LC-MS przepporge na modelu klinicznym, ktére
roznicuje proteom osocza pacjentéw z udarem niedokmyien moézgu w szeregach czasowych
i poréwnuje z grup kontrolrg bez deficytéw neurologicznych. Wymienione biatkamnny zosta
poddane dalszej prospektywnej zetwmnej walidacji jako czynniki ryzyka, markery udar
niedokrwiennego lub punkty uchwytu dla dziatani&O. Dodatkowo wskazaniege elementem
patofizjologii udaru mézgu jest dysfunkcjgddbtonka naczyniowego, manifesitg s¢ jako choroba
ogolnoustrojowa, stwarza nowe pole do dalszej optigacji procesu terapeutycznego ostrej fazy
udaru mézgu oraz ewentualnej profilaktyki pierwgtne



SUMMARY

Background: Stroke is in 70-80% of cases related to ischemi @nstitutes a major cause of
mortality and disability in adults. Therefore, apizing the management of acute cerebral ischemia
remains among the most emerging problems. Somertsegaggest that measuring the plasma
concentrations of brain-derived proteins may bdulse determining the optimal therapeutic options
in the acute phase of cerebral ischemia. Nevegbelgone of such proteins has been included into
algorithms for the management of acute phase oketnor in the diagnostics. Another field for
modifying the schemes of ischemic stroke treatnseeims to be an endothelial dysfunction, which
could constitute both, an independent risk factorstroke, as well as an early revelator of patilo

in humans without any clinical symptoms developed.

Aims: The major goal of this study was to identify protethat may become potential candidates for
biomarkers of ischemic stroke and molecular tard@tsnew neuroprotective agents. Additionally,

it was planned to verify the link between ischestioke and the global cardiovascular risk (estiohate
using conventional biochemical markers), as wellidls endothelial status assessed both in functiona
tests (using the laser Doppler-based device) andhén blood tests (concentrations of relevant
biomarkers).

Material and methods: The study groups constituted a total of 32 subjége 29-80 y) diagnosed
with acute ischemic stroke. The control group wasaldished by 29 volunteers, who were
demographically matched to the study one. Humasnmdaproteome was analysed by the tandem of
liquid chromatography and mass spectrometry (LC-M&mpling and preservation of blood for
further laboratory analyses (including proteomeM6S; endothelial function biomarkers and basic lab
tests) and non-invasive examination of vascularodredial function (laser Doppler device) were
performed twice in study group (1st and 7th dakadpitalization) and once in control group.

Results: The LC-MS analyses identified ten proteins, which plastoncentrations differed between
study group and healthy controls: complement faBtoapolipoprotein A-1, fibronectin, alpha-2-HS-
glycoprotein, alpha-1B-glycoprotein, heat shockraig 71 kDa protein/heat shock-related 70 kDa
protein 2, thymidine phosphorylase, cytoplasmigtiophan-tRNA ligase, ficolin-2, beta-Ala-His
dipeptidase. Furthermore, this study revealed thatemic stroke is accompanied by significant
endothelial dysfunction, which might result frometlchanges in asymmetric dimethylarginine
and folic acid concentrations.

Conclusions: This is the first dynamic LC-MS study performed an clinical model, which
differentiates plasma proteome of patients withésgic stroke in time series and compares to cantrol
without neurological deficits. Listed proteins skibundergo further clinical validation as risk faxg,
markers of ischemic stroke or drug targets. Funtioee, demonstration that endothelial dysfunction
(as a systemic condition) is an element of strokthgphysiology - creates a new field for further
optimizing of the therapeutic process of acute plstroke and may enable the primary prevention.



