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STRESZCZENIE

Wstep: Udar mézgu, zaraz po chorobie niedokrwiennej serca, stanowi druga, najczestsza przyczyng
zgondéw 1 niepelnosprawnosci na $wiecie. Mimo to, w praktyce klinicznej, wcigz zauwazalny jest brak
biochemicznych markeréow naczyniopochodnego uszkodzenia mozgu, ktore umozliwity by optymalizacje
procesu diagnostyczno-terapeutycznego. W patofizjologii incydentu niedokrwiennego duza rol¢ odgrywaja
ptytki krwi. Poglebienie wiedzy o ich roli i wyodrebnienie roznic w ich proteomie powinno umozliwi¢ wykrycie
nowych biomarkeréw udaru mézgu oraz przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia skutecznos$ci profilaktyki i efektywnosci

terapii.

Cele pracy: Nadrzednym celem przeprowadzonego badania bylo poglebienie wiedzy o chorobie
naczyniowej mozgu, jej patogenezie iprzebiegu, stosujac zasady medycyny translacyjnej. Jego realizacja
opierata si¢ na analizie zmienno$ci proteomu i funkcji ptytek krwi, na ktora skladata si¢ ocena wlasciwosci
agregacyjnych i markerow aktywacji prozapalnej, pomigdzy grupa badana a kontrolng oraz na dynamicznej
ocenie zmian tych parametrow wérod oséb z udarem OUN w ustalonych szeregach czasowych. Ponadto celem
niniejszej pracy stala si¢ identyfikacja biatek plytek krwi bedacych potencjalnymi kandydatami na biomarkery
udaru niedokrwiennego oraz wyodrebnienie cech fenotypowych ptytek zwigzanych z wyzszym ryzykiem

incydentow zakrzepowych w tozysku naczyniowym.

Material i metody: Do grupy badanej zakwalifikowano 32 pacjentow (w wieku 29-80 lat) ze $wiezo
rozpoznanym udarem niedokrwiennym OUN. Grupe kontrolng stanowito 29 ochotnikoéw, dobranych
demograficznie do grupy badanej. Od pacjentow pobrana zostata krew w pierwszej, trzeciej i siodmej dobie
hospitalizacji, natomiast w grupie kontrolnej jednokrotnie. Z pobranego materiatu, z wyodrebnionej frakcji
oczyszczonych ptytek krwi, wykonane =zostaly testy agregometryczne, odzwierciedlajace aktywacje
trombocytow oraz dokonano oceny proteomu ptytek krwi za pomoca chromatografii cieczowej ze spektrometria
mas (LC-MS). W pozostatym materiale (osocze i surowica) oznaczono parametry biochemiczne umozliwiajace
stratyfikacj¢ ryzyka sercowo-naczyniowego, zgodnie z obowigzujagcymi standardami Europejskiego
Towarzystwa Kardiologicznego oraz markery aktywacji ptytek krwi. Prace zrealizowano w ramach projektu
finansowanego przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (program Iuventus Plus, grant IP 2012
009472). Na badanie uzyskano zgod¢ o sygnaturze KB — 371/2018 wydana przez Komisj¢ Bioetyczna przy
Uniwersytecie Medycznym im. Piastow Slaskich we Wroctawiu. Wyniki uzyskane w trakcie badan poddano

analizie statystycznej z wykorzystaniem programu Statistica 13.1 StatSoft®.

Wiyniki: Zidentyfikowano dziesi¢¢ biatek lub grup biatek, ktorych stezenia w ptytkach krwi istotnie réznity
si¢ miedzy grupami:
e Bialko amyloidu B A4,
e  Amyloidopodobne biatko 2,
e Biatko koaktozynopodobne,
e Albumina osoczowa,
e Czynnik 7 regulacji interferonu,

e Bialko S zalezne od witaminy K,



e Filamina A,B,C,
e Trombospondyna-1 i trombospondyna-2,
e  Grupa bialek histonowych (H2A typu 1, H2A typu 1-A, H2A typu 2B, H2A J, H2A v, z, x),
e Biatko zasadowe plytek krwi
Ponadto wykazano, ze udarowi niedokrwiennemu mozgu towarzyszy wzrost potencjatu pro-oksydacyjnego,

wyzsze warto$ci sP-selektyny i nizsze st¢zenie tromboksanu.

Whioski: Jest to pierwsze badanie kliniczne, w ktorym oceniano zmiany zachodzace w proteomie ludzkich
ptytek krwi podczas ostrej fazy udaru niedokrwiennego mozgu oraz w interwatach czasowych po jego
wystapieniu, za pomocg wysoce powtarzalnej techniki LC-MS. Zidentyfikowane biatka moga by¢ potencjalnymi
kandydatami na biomarkery §wiezego udaru niedokrwiennego moézgu, a takze nowymi punktami dla uchwytu
lekow o dzianiu neuroprotekcyjnym. Ponadto obserwowane rdéznice w proteomie plytek krwi wystepujace
w ostrej fazie choroby, moga odzwierciedla¢ kaskad¢ zdarzen zwigzanych zewolucja wczasie zmian
niedokrwiennych OUN. Moze to przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia patofizjologii udaru moézgu iby¢

podstawa do podjecia badan nad nowymi lekami o dziataniu neuroprotekcyjnym.



SUMMARY

Introduction: Stroke is the second most common cause of death and disability, as reported worldwide
annually, and is placed right after the coronary artery disease, Nevertheless, in clinical practice,
the biochemical markers of vascular brain damage that would allow optimizing the diagnostics and the
therapeutic process are still missing. Platelets play an important role in the pathophysiology of vascular
ischemia. The knowledge about their exact role and the variability of proteome should enable the discovery of
some new stroke biomarkers as well as potential drug targets, contributing thus to increased effectiveness of

prophylaxis and therapy.

Objectives: The main goal of the study was to improve the knowledge regarding brain vascular disease,
its pathogenesis and clinical course, based on the principles of translational medicine. This was obtained using
the analysis of the platelet proteome variability as well as changes in platelet function between the subjects in
acute phase of stroke in comparison with the demographically-matched control group. Subsequently, a dynamic
assessment of changes in these parameters among subjects with stroke in selected time intervals was performed.
Following the analyses, this study aimed to identify platelet proteins as potential candidates for ischaemic stroke
biomarkers or therapeutic drug targets and to identify some platelet phenotypic features which could be

associated with higher risk for thrombotic events.

Material and methods: A total of 32 patients (aged 29-80 years) with newly diagnosed ischemic central
nervous system stroke constituted the study group. The control group was formed by demographically matched
29 volunteers. The blood was collected from the patients during the first, third and seventh day of
hospitalization, and once in the control group. Afterwards, aggregometric tests reflecting thrombocyte activation
were performed and platelet proteome was evaluated using the liquid chromatography with mass spectrometry
(LC-MS). Subsequently, biochemical parameters allowing the stratification of cardiovascular risk according to
the European Society of Cardiology guidelines as well as platelet activation markers were determined. The study
was conducted as a part of the project financed by the Polish Ministry of Science and Higher Education
(Tuventus Plus program, grant IP 2012 009472). The study protocol had been previously approved by the
Bioethics Committee at the Wroclaw Medical University with the KB - 371/2018 signature. The statistical

analysis was performed using Statistica 13.1 StatSoft® software.

Results: Ten proteins or groups of proteins were identified, with significantly different platelet
concentrations between groups:

- Amyloid B A4 protein,

- Amyloid-like protein 2,

- Coactosin-like protein,

- Serum albumin,

- Interferon regulatory factor 7,

- Vitamin K-dependent protein S,

- Filamin-A, Filamin-B, Filamin-C,

- Thrombospondin--1 and Thrombospondin-2,



- Histone protein group (H2A type 1, H2A type 1-A, H2A type 2B, H2A J, H2A v, 7, X) ,
- Platelet basic protein
Moreover, ischemic stroke is associated with increased plasma pro-oxidative potential, higher sP-selectin

concentrations and lower plasma thromboxane level.

Conclusions: This is the first clinical study in which the changes in human platelet proteomes during the
acute phase of ischemic stroke and in the selected time intervals were evaluated using a highly reproducible LC-
MS technique. The identified proteins may be potential candidates for biomarkers of acute ischaemic stroke as
well as new neuroprotective drugs targets. Moreover, the observed differences in platelet proteome in the acute
phase of the disease may reflect the cascade of events related to the evolution of the ischemic lesions. This may
contribute to a better understanding of stroke pathophysiology and form the basis for the research on new

neuroprotective drugs.



