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Opis wynalazku

Wynalazek dotyczy $linowego biomarkera do nieinwazyjnego réznicowania chorych z udarem
mozgu. Bardziej szczegétowo wynalazek dotyczy oksydazy ksantynowej do zastosowania w diagnozo-
waniu in vitro pacjentéw z udarem mézgu i réznicowania in vitro pacjentéw z udarem krwotocznym od
pacjentéw z udarem niedokrwiennym. Wynalazek dotyczy rowniez oksydazy ksantynowej do zastoso-
wania w ocenie neuropsychologicznej in vitro pacjentéw, tj. do odrdézniania chorych z fagodnymi zabu-
rzeniami poznawczymi od chorych z umiarkowanymi zaburzeniami poznawczymi.

Choroby naczyniowe mézgu sg jedng z najczestszych przyczyn zgondw i niepetnosprawnosci
0s6b dorostych na $wiecie. Pomimo znacznego postepu wiedzy w badaniach dotyczacych patogenezy
choroby, liczba chorych z udarem wcigz znaczaco rosnie. Dlatego tez, intensywnie poszukuje sie labo-
ratoryjnych biomarkeréw udaru, ktére pozwolityby na szybka i nieinwazyjng diagnostyke. Chociaz roz-
poznanie udaru opiera sie na badaniu klinicznym i tomografii komputerowej, w ten sposéb nie zawsze
udaje sie wykluczy¢ inne jednostki chorobowe nasladujgce udar, takie jak krwiak podtwardéwkowy lub
nadtwardéwkowy, guzy mdzgu, uraz czaszkowo-mozgowy lub odcinka szyjnego kregostupa, zakazenia
(zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych, zapalenie mézgu, ropien mézgu), napady drgawkowe, powi-
ktania migreny i zaburzenia metaboliczne. Ponadto czuto$¢ TK w $wiezo rozpoznanym udarze niedo-
krwiennym mézgu nie przekracza 30—-35%, co przy braku powszechnej dostepnosci perfuzji MRI i TK
wskazuje na koniecznos$¢ poszukiwania nowych strategii diagnostycznych. Nie wszyscy pacjenci sg
takze leczeni w specjalistycznych osrodkach udarowych/neurologicznych. Nie dziwi wiec, ze wcigz nie-
ustannie poszukuije sie szybkich i nieinwazyjnych biomarkeréw udaru.

W patogenezie udaru i jego powiktan naczyniowych kluczowg role odgrywa lokalne zwiekszenie
aktywnosci mézgowego enzymu z klasy oksydoreduktaz — oksydazy ksantynowej (XO; EC 1.17.3.2).
XO katalizuje reakcje przeksztatcenia hipoksantyny w ksantyne oraz ksantyny w kwas moczowy, co
wykorzystywane jest do ilosciowego oznaczania aktywnosci enzymu. W patogenezie udaru, szczegdl-
nie podczas niedokrwienia, zwieksza sie zaréwno wytwarzanie XO, jak i jej substratow w mozgu. Kiedy
w okresie reperfuzji do mézgu zostaje dostarczony tlen, XO powoduje gwattowne przeksztatcanie hi-
poksantyny do ksantyny. Dlatego tez postulowano wykorzystanie XO w diagnostyce chorych z udarem.
Cho¢ w tkankach moézgowia zaobserwowano znaczgcy statystycznie wzrost aktywnosci XO u pacjentow
z udarem (w poréwnaniu do oséb zdrowych), zmian aktywnosci enzymu nie obserwowano juz w ruty-
nowo pobieranych ptynach diagnostycznych, takich jak osocze, surowica czy mocz. W publikacji Aygul R.,
2006 potwierdzono, ze ocena aktywnosci XO nie ma przydatnosci diagnostycznej do rozpoznawania
udaru mézgu.

U chorych z udarem dochodzi do uszkodzenia bariery krew-mézg, a tym samym uwalniania réz-
nych mézgowych bioczgsteczek do krwi. Z krgzenia, z uwagi na bardzo dobre unaczynienie gruczotéw
slinowych oraz bezposrednig bliskos¢ z tkankami mézgowia, rézne bioczgsteczki moga przechodzi¢ do
sliny na drodze dyfuzji biernej, utatwionej lub aktywnej, co wskazuje na zasadnos¢ wykorzystania sliny
w diagnostyce medycznej. Wyniki ostatnich badan potwierdzity, ze stezenie réznych biomarkerow mo-
zgowia charakteryzuje duzo wiekszy wspotczynnik korelacji ze $ling niz z krwig czy moczem, co czyni
sline bardzo atrakcyjng w diagnostyce laboratoryjnej. O zaletach $liny swiadczy réwniez jej fatwa do-
stepnos¢, nieinwazyjne i bezbolesne pobieranie oraz stosunkowo duza trwato$¢ w poréwnaniu z krwig
i ptynem mdzgowo-rdzeniowym.

W stanie techniki znane sg sposoby diagnozowania chordb na podstawie badania poziomu mar-
keréw w probkach biologicznych pobranych od pacjenta.

W publikacji Maciejczyk M. i wsp., 2021 opisano potencjalne zastosowanie czynnika martwicy
nowotworu (TNF-a) w $linie, ocenianego metodg ELISA, do réznicowania osob zdrowych od chorych
z udarem.

W publikacji Gerreth P. i wsp., 2020 opisano potencjalne wykorzystanie biomarkerow stresu ok-
sydacyjnego (np. zredukowany glutation, koncowe produkty utleniania biatek (AOPP), wodoronadtlenki
lipidow (LOOH)) w $linie niestymulowanej i stymulowanej ocenianych metodami ELISA, kolorymetrycz-
nymi i fluorymetrycznymi do réznicowania osob zdrowych od chorych z udarem.

W publikacji Jabs C.M. i wsp., 1990 opisano spos6b oceny poziomu adenozyny, inozyny i hipok-
santyny/ksantyny w tkankach i w osoczu w oparciu o luminescencje. Podkreslono jednoczesnie, ze
sposéb moze zosta¢ dostosowany do oznaczania markeréw w innych ptynach ciata.

W patencie US7608406 ujawniono sposob diagnozowania udaru u osobnika, obejmujgcy kontak-
towanie probki krwi, surowicy lub osocza od pacjenta z przeciwciatem, ktére wigze mieloperoksydaze
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i odczytywanie sygnatu wskazujgcego na obecnos¢ lub ilos¢ peptydu zwigzanego przez to przeciwciato.
Skorelowanie wyniku testu z wystepowaniem lub brakiem udaru u osobnika, przy czym udar obejmuje
udar niedokrwienny i udar krwotoczny. Sposéb moze obejmowac jedno lub wiecej dodatkowych ozna-
czenh dla jednego lub wiecej markeréw wybranych z szerokiej grupy. Wspomniany etap korelacji obej-
muje korelacje wynikéw przeprowadzonego(ych) testu(éw) i wynikéw tomografii komputerowej przepro-
wadzonej na osobniku w celu oceny wystgpienia udaru u osobnika. Oznaczenie podstawowe i dodat-
kowe przeprowadzane sg na tej samej prébce otrzymanej od osobnika. Sposéb i kompozycja opisane
w patencie stanowig szybka, wrazliwg i specyficzng metode oznaczania do zastosowania do diagnozy
i réznicowania réznych postaci udaru i przemijajgcych atakéw niedokrwiennych.

W patencie EP 2185926 ujawniono sposob diagnozowania ostrego niedokrwienia miesnia serco-
wego lub udaru mézgu u pacjenta do badania w punkcie medycznym oparty na pomiarze stezenia meta-
bolicznych produktéw ubocznych aktywnosci oksydazy ksantynowej (XO) wzgledem ksantyny i hipoksan-
tyny, takich jak inozyna i hipoksantyna, w probce biologicznej za pomocg luminescenc;ji; oraz okreslenie
czy pacjent doswiadcza ostrego niedokrwienia serca lub udaru na podstawie pomiaru, przy czym w pierw-
szym etapie nastepuje dodanie XO do probki biologicznej otrzymanej od pacjenta, a etap pomiaru obej-
muje etap uzycia srodka chemiluminescencyjnego oraz wzmacniaczy sygnatu w prébce biologicznej pod-
czas pomiaru produktéw posrednich i nie ma konieczno$ci oczyszczania probki przed analiza.

Etapy pobrania, pomiaru i odczytu przeprowadza sie w mniej niz 10 minut, korzystnie w 1 minute
lub mniej. Badanymi produktami pos$rednimi reakcji sg nadtlenek wodoru, anionorodniki ponadtlenkowe
(SAR) i wolne rodniki tlenowe. Jesli pomiar we wzglednych jednostkach luminescencji odpowiada zmie-
rzonej wartosci 4,6 uM lub wiecej inozyny, hipoksantyny lub ksantyny w prébce biologicznej, wtedy
wynik oznacza, ze pacjent doswiadczyt ostrego niedotlenienia serca lub udaru. Kiedy poziom produktu
ubocznego w prébce od pacjenta przekracza 95% lub wiecej progu przedziatu ufnosci w poréwnaniu
z normalnymi kontrolami stanowi to pozytywny wskaznik ostrego niedokrwienia serca.

W ujawnionym w EP 2185926 sposobie etap pomiaru obejmuje zastosowanie substratu z ktérym
zwigzany jest enzym XO, korzystnie substrat jest wybrany sposrod testu paskowego lub ztoza. Sposob
obejmuje ponadto etap zmniejszania przeciwutleniajgcego dziatania kwasu moczowego (UA) w prébce
biologicznej zwiekszajgcy czutos¢ podczas pomiaru. Ponadto sposdb obejmuje etap rozcienczenia
prébki biologicznej przed etapem pomiaru, korzystnie rozcienczalnikiem buforujgcym pH prébki do pH
7,2—7,8. Ponadto sposéb obejmuje dodanie fosforylazy nukleozyddéw purynowych (PNP) przed etapem
dodania XO. Prébka biologiczng wedtug sposobu moze by¢ ptyn biologiczny wybrany sposrod krwi,
osocza, $liny, ptynu mézgowo-rdzeniowego, moczu.

Celem niniejszego wynalazku jest zastosowanie oceny aktywnosci slinowej oksydazy ksantyno-
wej (XO) do rozpoznawania udaru moézgu miedzy osobami zdrowymi i osobami z udarem, jak réwniez
do okreslania rodzaju udaru (krwotoczny lub niedokrwienny). Wykazano, ze ocena aktywnosci specy-
ficznej slinowej XO (aktywnos¢ XO w $linie/zawartos¢ biatka w $linie) z bardzo duzg specyficznoscig
i doktadnoscig odrdznia chorych z udarem niedokrwiennym od chorych z udarem krwotocznym oraz
0s0b zdrowych, przez co biomarker ten moze znalez¢ zastosowanie w nieinwazyjnej diagnostyce roz-
nicowej udaru mézgu. Slinowa XO odréznia takze chorych z tagodnymi zaburzeniami poznawczymi od
chorych z umiarkowanymi zaburzeniami poznawczymi, przez co moze by¢ potencjalnym narzedziem
przesiewowym uzywanym do kompleksowej oceny neuropsychologicznej u pacjentéw z udarem mozgu.

W stanie techniki brak jest danych na temat mozliwosci wykorzystania XO w diagnostyce udaru
mozgu, w tym zastosowania sliny do oceny aktywnosci XO. Jest to pierwsze doniesienie wskazujgce
na mozliwos¢ zastosowania slinowej XO w diagnostyce réznicowej chorych z udarem. Dotychczas ujaw-
niono jedynie sposéb diagnozowania ostrego niedokrwienia miesnia sercowego lub udaru mézgu oparty
na pomiarze stezenia inozyny i hipoksantyny w osoczu, czyli metabolicznych produktéw ubocznych ak-
tywnosci oksydazy ksantynowej (XO), po dodaniu do probki biologicznej pobranej od pacjenta okreslo-
nej ilosci enzymu XO (patent EP 2185926).

W przedmiotowym rozwigzaniu wskazano na zastosowanie oceny aktywnosci specyficznej XO
w $linie (aktywno$¢ enzymu w przeliczeniu na zawartos¢ slinowego biatka) za pomocg metody fluory-
metrycznej do diagnozowania rodzaju udaru mézgu (krwotoczny i niedokrwienny) oraz oceny funkgji
poznawczych u pacjentéw z udarem. Po pobraniu $liny od pacjenta w punkcie medycznym lub w wa-
runkach domowych probka ulega odwirowaniu, a uzyskany ptyn nadosadowy (supernatant) uzywany
jest do oceny aktywnosci XO. Aktywnos¢ XO oceniana jest za pomocg szybkiej i powtarzalnej metody
fluorymetrycznej, ktéra wymaga bardzo niewielkiej objetosci materiatu badanego (50 pul préby). W pierw-
szym etapie oznaczenia do proby dodawana jest ksantyna/hipoksantyna. XO obecna w $linie katalizuje
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utlenianie ksantyny/hipoksantyny do rodnika ponadtlenkowego i kwasu moczowego (UA). Rodnik ponad
nadtlenkowy jest nastepnie redukowany do nadtlenku wodoru (H203), ktory reaguje 1:1 z odczynnikiem
Amplex Red. Nastepne zachodzi reakcja z peroksydazg chrzanowg i powstaje czerwony fluorescen-
cyjny zwigzek rezorufina, ktérego fluorescencja jest proporcjonalna do aktywnos¢ XO w oznaczanej
prébie. Niniejsza metoda charakteryzuje sie tatwoscig i nieinwazyjnoscig pobierania materiatu badaw-
czego, jak réwniez prostotg i szybkoscig analizy technika fluorymetryczng, ktéra mogtaby by¢ wykonana
w rutynowym laboratorium diagnostycznym.

Biomarker opisany w wynalazku spetnia wszystkie kryteria dla biomarkera udaru mézgu: mie-
rzony jest standaryzowanymi, zwalidowanymi i powszechnie dostepnymi metodami, jest tatwy do inter-
pretacji oraz obdarzony odpowiednig czutoscig i swoistoscig. Moze znalez¢ zastosowanie w nieinwa-
zyjnej diagnostyce udaru réznicujgc zarowno osoby zdrowe od chorych, jak réwniez pacjentéw z uda-
rem niedokrwiennym od chorych z udarem krwotocznym. Nalezy zauwazy¢, Zze pobieranie sliny jako
materiatu diagnostycznego wigze sie z niskim kosztem, jest nieinwazyjne oraz bezbolesne.

Slina moze by¢ pobierana w warunkach domowych, bez udziatu specjalistycznego personelu me-
dycznego, a transport takiego materiatu nie wymaga specjalnej procedury. Slina jest takze materiatem
niezakaznym, w odréznieniu od powszechnie stosowanej w diagnostyce medycznej krwi. Ponadto,
zwigzki oznaczane w S$linie charakteryzujg sie zwykle wiekszg trwatoscig niz te obecne we krwi czy
ptynie mézgowordzeniowym. Proponowany wynalazek wyrdznia wiec nie tylko nieinwazyjnos¢ pobiera-
nia materiatu do badania, ale takze prostota wykonania oznaczen oraz niska cena analizy. Ponadto,
slinowy XO rdéznicuje chorych z tagodnymi zaburzeniami poznawczymi od chorych z umiarkowanymi
zaburzeniami poznawczymi, przez co moze by¢ réwniez potencjalnym narzedziem przesiewowym uzy-
wanym do kompleksowej oceny neuropsychologicznej u pacjentéw z udarem mézgu.

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie slinowej oksydazy ksantynowej jako biomarkera
w diagnozowaniu in vitro pacjentéw z udarem mozgu.

Korzystnie aktywnos¢ oksydazy ksantynowej mierzy sie metodg fluorymetryczna.

Korzystnie objetos¢ sliny wynosi co najmniej 50 pl.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zastosowanie slinowej oksydazy ksantynowej jako bio-
markera w réznicowaniu in vitro pacjentéw z udarem maézgu, znamienne tym ze aktywnos¢ od 46 nU/mg
do 60 nU/mg oznacza udar krwotoczny a aktywnos¢ od 60 nU/mg oznacza udar niedokrwienny.

Jeszcze kolejnym przedmiotem wynalazku jest zastosowanie slinowej oksydazy ksantynowej
jako biomarkera w ocenie neuropsychologicznej in vitro pacjentéw z udarem mézgu, znamienne tym,
ze aktywnos¢ od 51 nU/mg do 62 nU/mg oznacza tagodne zaburzenia poznawcze, a aktywnos¢ od
62 nU/mg oznacza umiarkowane zaburzenia poznawcze.

Przedmiot wynalazku zostat przedstawiony w przyktadach wykonania na rysunku, na ktérym:

Fig. 1 przedstawia aktywnos¢ specyficzng oksydazy ksantynowej (XO; nU/mg biatka catkowitego)
w $linie u 0s6éb zdrowych (grupa kontrolna, n = 30), chorych z udarem krwotocznym (n = 15) i chorych
z udarem niedokrwiennym (n = 15). *—p < 0,01; ***—p < 0,001; ***—p < 0,0001.

Fig. 2 przedstawia krzywe przydatnosci diagnostycznej ROC dla aktywnosci specyficznej oksy-
dazy ksantynowej (XO; nU/mg biatka catkowitego) w $linie réznicujace chorych z udarem krwotocznym
vs. grupa kontrolna, chorych z udarem niedokrwiennym vs. grupa kontrolna oraz chorych z udarem
krwotocznym vs. chorych z udarem niedokrwiennym.

Fig. 3 przedstawia korelacje aktywnosci specyficznej oksydazy ksantynowej (XO; nU/mg biatka
catkowitego) w slinie z funkcjami poznawczymi w tescie ACE 1.

Fig. 4 przedstawia aktywnos¢ specyficzng oksydazy ksantynowej (XO; nU/mg biatka catkowitego)
w Slinie chorych z udarem i normalnymi funkcjami poznawczymi, chorych z udarem i tagodnymi zabu-
rzeniami poznawczymi oraz chorych z udarem i umiarkowanymi zaburzeniami poznawczymi, ns— nie-
istotne statystycznie; ****—p < 0.0001.

Fig. 5 przedstawia krzywe przydatnosci diagnostycznej ROC dla aktywnosci specyficznej oksy-
dazy ksantynowej (XO; nU/mg biatka catkowitego) w $linie réznicujace chorych z udarem i normalnymi
funkcjami poznawczymi, chorych z udarem i fagodnymi zaburzeniami poznawczymi oraz chorych z uda-
rem i umiarkowanymi zaburzeniami poznawczymi.

Wynalazek zostat przedstawiony w ponizszych przyktadach wykonania, ktére nie majg charakteru
ograniczajgcego.

Przyktad wykonania 1

Na przeprowadzenie badah uzyskano zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego im.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (uchwaty 59/19 i 890/19). Do badan zakwalifikowano 30 chorych
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z udarem moézgu podzielonych na 2 podgrupy w zaleznosci od typu udaru: 15 pacjentow z udarem
niedokrwiennym oraz 15 pacjentéw z udarem krwotocznym. Grupe kontrolng stanowito 30 oséb ogdlnie
zdrowych dobranych do grupy badanej pod wzgledem wieku, pitci, stanu przyzebia, uzebienia i higieny
jamy ustnej.

Stan poznawczy i funkcjonalny chorych mierzono za pomocg nastepujgcych skal:

e Addenbrooke's Cognitive Examination Ill (ACE Ill) do ré6znicowania pacjentow z zaburzeniami

i bez zaburzen poznawczych. ACE Ill ocenia uwage i orientacje, pamie¢, ptynnos¢ stowna,
funkcje jezykowe i wzrokowo-przestrzenne;

¢ Indeks Barthel (Bl) do pomiaru codziennego funkcjonowania jednostki, szczeg6lnie w zakre-

sie czynnosci zycia codziennego (ADL);

o Skala Réwnowagi Berga (BBS) dla okreslenia zdolnosci lub niezdolnosci pacjenta do bez-

piecznego utrzymywania rownowagi podczas wykonywania serii okreslonych zadan;

e Miara niezaleznosci funkcjonalnej (FIM) do badania spotecznego, psychologicznego i fizycz-

nego funkcjonowania osoby.

Badanie jamy ustnej i pobranie sliny zostaty przeprowadzone miedzy 30 a 35 dniem od wysta-
pienia udaru mézgu.

Po pobraniu sliny przeprowadzone zostato badanie stomatologiczne. Badanie wykonano
w sztucznym oswietleniu lampy czotowej przy uzyciu lusterka i zgtebnika dentystycznego, zgodnie z kry-
teriami Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO 5th edition). Stan uzebienia oceniono za pomocg wskaz-
nika PUW wedtug Szpringer-Nodzak, 1999, ktéry jest sumag zeboéw z aktywng prochnicg pierwotng lub
wtorng (P) oraz préchnica przebytg, gdy zeby zostaty usuniete z powodu préchnicy (U) bgdz wypetnione
(W). Stan dzigset okreslony zastat z zastosowaniem wskaznika dzigset (Gl — Gingival Index) wedtug
Loe i Silness, 1963, ktory okreslano przy zebach nr 16, 12, 24, 36, 32, 44, wedtug nastepujgcej skali:
0 — dzigsto zdrowe (kolor dzigsta bladorézowy); 1 — tagodne zapalenie — lekka zmiana w zabarwieniu
dzigsta, lekki obrzek, brak krwawienia przy zgtebnikowaniu; 2 — umiarkowane zapalenie — zaczerwie-
nienie, obrzek i potysk dzigsta, krwawienie przy zgtebnikowaniu; 3 — ciezkie zapalenie — znaczne za-
czerwienienie i obrzek dzigsta, owrzodzenie, sktlonno$¢ do samoistnego krwawienia. Do oceny higieny
jamy ustnej zastosowany zostat wskazniki ptytki bakteryjnej (PIl — Plaque Index) wedtug Silness i Loe,
1964. Wskaznik okreslano przy zebach nr 16, 12, 24, 36, 32, 44, wedtug nastepujacych kryteridw:
0 — brak ptytki nazebnej; 1 — cienka warstwa ptytki przylegajaca do brzegu dzigstowego niewidoczna
gotym okiem; 2 — umiarkowane nagromadzenie miekkich ztogébw w kieszonce dzigstowej, na brzegu
dzigsta — widoczne gotym okiem; 3 — obfite nagromadzenie miekkich ztogébw wewnagtrz kieszonki dzig-
stowej i/lub na brzegu dzigsta i powierzchni zeba.

Materiat do badan stanowita mieszana slina niestymulowana. Prébki $liny zbierano pomiedzy
7.00 a 9.00 rano, metodg odpluwania (ang. spitting method) opracowang przez Maciejczyk i wsp., 2019.

Przed pobraniem sliny pacjentéw poinformowano, aby nie przyjmowali zadnych statych ani ptyn-
nych pokarméw poza czystg woda, co najmniej dwie godziny przed pobraniem sliny. Pacjentéw poin-
struowano réwniez, aby powstrzymali sie od intensywnego wysitku fizycznego oraz procedur higienicz-
nych (ptukanie jamy ustnej, mycie zebdw, zucie gumy itp.) przez 12 h przed pobraniem sliny.

Wszyscy pacjenci byli w podostrej fazie udaru i brali regularnie leki, dlatego czas od ostatniej
dawki leku ustalono na nie mniej niz 2 h. Osobnicy z grupy kontrolnej nie mogli stosowac¢ zadnych lekéw
przez 8 h przed pobraniem $liny.

Przed pobraniem jame ustng ptukano dwukrotnie wodg destylowang o temperaturze pokojowe;j,
aby unikng¢ zanieczyszczenia z innych zrédet. Sline pobierano w osobnym pokoju po 5 minutowej ad-
aptacji do otoczenia. Pacjent siadat w wygodnym ustawieniu fotela z gtowg lekko pochylong w dot w wy-
godnej pozyciji podczas procedury pobrania $liny do sterylnej probéwki typu Falcon. Sline zebrang pod-
czas 1 minuty odrzucono. Sline zbierano przez 10 minut. Zmierzono objeto$¢ $liny skalibrowang pipeta.
Tempo przeptywu sliny mierzono przez podzielenie objetosci przez czas niezbedny do jej zebrania i wy-
razono w ml/min.

Po zebraniu sline zwirowano (+4°C, 20 min, 3000 x g w wirbwce MPW 351, MPW Med. Instru-
ments) i dodano butylowany hydroksytoluen (BHT — Sigma-Aldrich, USA) do wyréwnania supernatan-
toéw, wilosci 10 uL 0,5 M BHT w acetonitrylu (ACN)/1 ml sliny, w celu ochrony prébek przed procesami
oksydacyjnymi. Prébki sliny umieszczono w temperaturze ok. -80°C i przechowywano w stanie zamro-
zonym do dalszych oznaczen.
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Nie zauwazono istotnych statystycznie réznic miedzy grupami badanymi i kontrolng pod wzgle-
dem ptci, wieku, choréb towarzyszacych, przyjmowanych lekdéw oraz higieny jamy ustnej i stanu przy-
zebia. Jedynie sprawno$¢ funkcjonalna i poznawcza mierzone za pomocg wynikow Bl, FIM, BBS
i ACE lll oraz stezenie slinowego biatka catkowitego byly znacznie nizsze u pacjentéw z udarem mézgu
niz w grupie kontrolnej. Wyniki przedstawiono w Tabeli 1.

Grupa Wartosé p
Grupa Udar _ Udar_
kontrolna (A) krwotoczny Iuedol?révlenn ANE v Bvs,A | Cvs, A Cvs, B
n=730 (B) y(©)
n=15 n=15
Charalterystyka demograficzna
M‘;’f“;—")z'“ 15 (50) 7 (46.66) 7 (46.66)
Ple¢ Koéie" ™ >0,9999
1 (%) 15 (50) 8 (53.33) 8 (53.33)
63.07 L 10,74 | 6453 :8.123 | 616 L1297
Wiek * [59,06 - [60,04 - [54.42 - 0,7586 0,9032 0,9032 0,7377
67.08] 69,03] 68.78]
Stan kognitywiny i funkcjonalny
9747 +148
’ ’ 69472504 | 6147+2233 <0,000
3 * - » E] s E) s
ACE IIT [;)g,gzl [55.6 - 83.33] [49.1 - 73 84] <0,0001 | <0,0001 1 0,3929
.02]
10,73 £ 4,166
20+0 ’ ’ 10,47 £3.62 <0,000
BI * 120 - 20] [8.426 - [8.46 - 12.47] <0,0001 | <0,0001 ] 09615
13.04]
81,8+ 34,16
1252 £ 0,68 : ’ 83,47+ 33,48 <0,000
% > s _ » » ’
FIM [125 - 125.5] [?3(_)8% [64.93 - 102] <0,0001 | <0,0001 | 0,9798
5553+£0,51 | 31.53+1891 | 2847+17.6 <0.000
BRS * [55.34 - [21.06 - [18.72 - <0.0001 | <0,0001 | 0,7899
55.72] 42,01] 38.21]
Choroby towarzyszgce
Cukrzyca n (%) 13 (43,33) 7 (46.66) 6 (40) >{(),9999
Nadcisnienie # (%) 16 (53.33) 8(53.33) 8 (53.33) >(),9999
Miazdzyca n (%o) 13 (43,33) 7 (46.66) 7 (46.66) >(),9999
Zakrzepica koriczyn )
dolnych (%) 4(13,33) 2(13.33) 2(13.33) >0.9999
Migotanie
prredsionkow 1 (%) 5 (16,66) 2 (13.33) 3(20) >(,9999
Leki
<5 lekow/dzien i (%) 16 (53.33) 7 (46.66) 6 (40) 09999
>5 lekow/dzie n (%) 14 (46,66) 8 (53.33) 9 (60) ’
Badanie sialochemiczne i stomatologiczne
Przeplyw minutowy 0,34 +0,09 0.39 +£0,26 0,47 +£0,25 .
$liny (ml/min)* [0.31-0,37] [0.24 -0.52] [0.34 -0.61] 0,1028 0.7393 0,084 0,4339
Zawartos¢ biatka 817 +1 68,7
calkowitego w §linie [1]10251(; 1?2’14] 9[22’5 :‘lﬁiﬁl']ﬁ [723.5 - <0.0001 | 0,0033 <0-'1000 0,4587
(pg/miy* 910.4]
2463 +7725 22 £9.67
PUW * [21,92 - [16,64 - 22‘;21? ;68: 05123 | 0494 | 09862 | 0674
2734] 27.36] (22, 4]
0,74 £ 0,79 0,91 +0,77 0,6 +061
* s s i s s s
Gl [044-1.04] | [049-133] | [026-094 | 0322 | 07398 | 0.8128 | 04906
1,28+ 1 1,45 +0,94 1,01 £0,90 e
* s s s s s
PII 089- 167 | [0.93-196] | [0.51- 151 | 0464 | 08551 | 0.6607 | 04402

* wyniki wyrazono jako Srednia t odchylenie standardowe (SD) (95% przedziat ufnosci (95% Cl))
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Aktywnos¢ XO badano w slinie metodg fluorymetryczng przy uzyciu komercyjnego zestawu Am-
plex® Red Xanthine/Xanthine Oxidase Assay (invitrogen, USA). W tym zestawie XO katalizuje utlenienie
ksantyny/hipoksantyny do rodnika ponadtlenkowego i kwasu moczowego (UA). Rodnik ponadtlenkowy
jest nastepnie redukowany do nadtlenku wodoru (H203), kt6ry reaguje 1:1 z odczynnikiem Amplex Red.
Nastepne zachodzi reakcja z peroksydazg chrzanowg i powstaje czerwony fluorescencyjny zwigzek
rezorufina. Fluorescencje rezorufiny mierzono przy dtugosci fali 540/590 nm. Uznaje sie, Ze jedna jed-
nostka (U) aktywnosci XO to 1 umol UA otrzymany z hipoksantyny w 25°C. Do pomiaru absorbanciji
i fluorescencji probki zastosowano czytnik ptytek 96 dotkowych BioTek Synergy H1 (Winooski, VT,
USA). Wszystkie analizy wykonano w trzech powtdrzeniach. Wyniki wystandaryzowano na zawartos¢
biatka catkowitego (TPC) i zaprezentowano jako aktywnos¢ specyficzng (nU/mg biatka).

Catkowitg zawartos¢ biatka (TPC) oznaczono kolorymetrycznie z zastosowaniem kwasu bicyn-
choninowego (BCA) z albuming surowicy bydlecej (BSA) jako standardem (Thermo Scientific PIERCE
BCA Protein Assay Kit, Rockford, IL, USA). Oznaczenia wykonano za pomocg komercyjnie dostepnego
zestawu diagnostycznego. Uzyskane wyniki wystandaryzowano na zawarto$¢ biatka w $linie oznaczo-
nego metodg kolorymetryczng BCA.

Uzyskane dane poddano analizie statystycznej. Analize danych przeprowadzono przy uzyciu pro-
gramu GraphPad Prism 8 dla systemu macOS (oprogramowanie GraphPad, La Jolla, CA, USA). Roz-
ktad zmiennych zostat oceniony testem Kotmogorowa-Smirnowa, natomiast jednorodno$¢ wariancji —
testem Levene'a. Do poréwnania dwoch grup eksperymentalnych zastosowano test t-Studenta, nato-
miast trzech grup — analize wariancji (ANOVA) z testem post hoc Tukeya. Zdefiniowana istotnos¢ sta-
tystyczna wyniosta p < 0,05. Wartosci p obliczono z poprawkg dla poréwnan wielokrotnych. Wyniki wy-
razono jako $rednia + odchylenie standardowe (SD) i 95% przedziat ufnosci (95% Cl). Korelacje miedzy
danymi klinicznymi a biomarkerami sliny przeprowadzono za pomocg wspotczynnika korelacji Pear-
sona. Dokonano takze oceny wplywu wielu zmiennych niezaleznych na jedng ilosciowg zmienng za-
lezng za pomoca analizy regres;ji liniowej. Typy udaru, ACE Ill, Bl, FIM, BBS i przeptyw minutowy $liny
zostaty uzyte jako zmienne niezalezne, a wyniki raportowano jako 95% Cl wraz z parametrami regres;ji.
Przydatno$¢ diagnostyczng biomarkeréw sliny oceniono dodatkowo za pomoca krzywej oceny jakosci
klasyfikatora (ROC). Obliczono obszar pod krzywg (AUC) i punkt odciecia dla biomarkera charaktery-
Zujgcey sie najwyzszg czutoscig i swoistoscia.

Wykazano, ze aktywnos$c¢ specyficzna oksydazy ksantynowej (XO; nU/mg biatka catkowitego) jest
znaczgco wyzsza zaréwno w slinie chorych z krwotocznym, jak i niedokrwiennym udarem moézgu w po-
réwnaniu do osob zdrowych (grupa kontrolna). Aktywnos¢ slinowej XO jest takze znaczgco wyzsza
w $linie chorych z udarem niedokrwiennym w poréwnaniu do chorych z udarem krwotocznym (Fig. 1).

Za pomocg analizy regresji wieloczynnikowej wykazano, ze aktywnos¢ specyficzna oksydazy
ksantynowej (XO; nU/mg biatka catkowitego) zalezy od rodzaju udaru, jak rowniez funkcji poznawczych
(ACE III), natomiast nie zalezy od stanu funkcjonalnego pacjenta w skali Bl, FIM i BBS oraz przeptywu
sliny (Tabela 2).

.. Aktywnos¢ specyficzna (nU/mg
Parametry regresjl bialka) XO w Slinie
) Wspolczynnik
B1: typ udaru Kierunkowy 16,45
95% CI 8,67 -24,23
p-Value 0,0002
Wspblczynnik
kierunkowy 0,2998
f2: ACE L 95% CI 0,52 - -0,07
p-Value 0,0101
Wspolczynnik
kierunkowy 1,223
p3: BI 95% CI 2,63 -0,18
p-Value 0,0848
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.. Aktywno$c¢ specyficzna (nU/mg
Parmmety rogres) bialka) XO w linic
Wspolczynnik 0.03768
kierunkowy ’
p4: FIM 95% CI 0,08 -0,16
p-Value 0,5199
Wspoiczynmik 0,1856
B5: BBS kierunkowy
95% CI 0,48 -0,10
p-Value 0,2018
Wspdlczynnik
kierunkowy 12,23
B6: przeplyw
iy 95% CI 4,22 - 28,69
p-Value 0,1377

Krzywa ROC (ang. Receiver Operating Characteristic) jest graficznym przedstawieniem zalezno-
$ci pomiedzy czutoscig i swoistoscig markeru diagnostycznego. Pozwala na wyznaczenie optymalnego
punktu odciecia dzielgcego zbidér wynikow na dwie grupy: takg, w ktérej obecne jest okreslone zjawisko
(np. choroba) i taka, w ktdrej jest ono nieobecne. Pole pod krzywg ROC — AUC (ang. Area Under Curve)
ocenia zdolnos¢ testu do odgraniczania wynikéw prawidtowych i nieprawidtowych. AUC przyjmuje war-
tosci w przedziale od 0 do 1. Im wieksze jest pole, tym dokfadniej na podstawie wyniku analizowanej
zmiennej diagnostycznej mamy szanse zaklasyfikowaé pacjentéw do grupy z dodatnim wynikiem testu
lub do grupy z ujemnym wynikiem testu, a AUC powinno by¢ istotnie wieksze niz 0,5. Za pomocg analizy
przydatnosci diagnostycznej ROC wykazano, ze biomarker XO oceniany w $linie znaczaco statystycz-
nie réznicuje chorych z udarem niedokrwiennym mézgu od chorych z udarem krwotocznym (AUC:
0,764) i os6b zdrowych (AUC: 0,973) (Fig. 2). Biomarker ten charakteryzuje sie zaréwno bardzo wysokg
czutoscig (udar niedokrwienny vs. krwotoczny: 66,67%; udar niedokrwienny vs. grupa kontrolna:
93,33%), jak i swoistoscig (udar niedokrwienny vs. krwotoczny: 66,67%; udar niedokrwienny vs. grupa
kontrolna: 90%), co potwierdza jego przydatnos¢ diagnostyczna.

Za pomocg wspotczynnika korelacji Pearsona wykazano, ze aktywnos¢ specyficzna XO (nU/mg
biatka catkowitego) w $linie koreluje ujemnie z réwnowagg posturalng w skali BBS (r = -0,61, p < 0,001)
oraz sprawnoécig w czynno$ciach zyciowych wedtug skali Bl (r = -0,58, p = 0,001). Slinowa XO byta
takze negatywnie skorelowana z czynnosciami poznawczymi w skali ACE Il (r=-0,71, p < 0,001), w tym
szczegotowo z uwagg i orientacjg (r = -0,57, p = 0,001), pamiecig (r = -0,63, p = 0,0002), percepcja
wzrokowg (r = -0,54, p = 0,002), jezykiem (r = -0,56, p = 0,001) i funkcjami wizualno-przestrzennymi
(r =-0,53, p = 0,003) (Fig. 3).

Przyktad wykonania 2

W kolejnym etapie badan podzielono pacjentéw z udarem krwotocznym i niedokrwiennym (grupa
badana) na trzy podgrupy w oparciu o nasilenie zaburzen funkcji poznawczych ocenianych w skali ACE

brak zaburzen poznawczych (100-89 w skali ACE ),

tagodne zaburzenia poznawcze (88-61 w skali ACE Ill)

i umiarkowane zaburzenia poznawcze (< 61 w skali ACE IlI).

Wykazano, ze aktywnos¢ specyficzna XO (nU/mg biatka catkowitego) w Slinie jest znaczgco wyz-
sza u chorych z umiarkowanymi zaburzeniami poznawczymi w poréwnaniu do chorych z udarem i ta-
godnymi zaburzeniami poznawczymi oraz 0osob z udarem bez zaburzen poznawczych ocenianych w te-
scie ACE Il (Fig. 4).

Za pomocg analizy ROC wykazano, ze aktywnos¢ specyficzna XO z wysokg doktadnoscig i swo-
istoscig réznicuje pacjentow z udarem mozgu i tagodnymi zaburzeniami funkcji poznawczych w poréw-
naniu do umiarkowanych zaburzen poznawczych (Fig. 5).
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Punkt Specyficznosé

Lo AUC 95% CI  Czulo$¢ % 95% C1 o 95% CI
odciecia Yo
Brak zaburzen
poznawczych vs. - 0,42 - 38,64% - 30,06% -
lagodne zaburzenia > 30,79 0,638 0,95 62,5 81,52% & 98,72%
poznawcze
Brak zaburzen
poznawczych vs. 1.00 72 259 51.01%
. ] ,Uu - ,25%0 - U150 -
umiarkow ane > 62,22 1 1.00 100 100.0% 100 100,0%
zaburzenia
POZNAWCze
Fagodne zaburzenia
POZIAWEZE VS, 0,95 - 72,25% - 71,67% -
. ., H » - b
ulmarkow:_me > 65,86 0,988 1.00 100 100.0% 93,75 99.68%
zaburzenia
poznawcze

Aktywnos$¢ specyficzna XO w $linie odréznia chorych z fagodnymi zaburzeniami poznawczymi od
chorych z umiarkowanymi zaburzeniami poznawczymi, przez co moze by¢ potencjalnym narzedziem
przesiewowym uzywanym do kompleksowej oceny neuropsychologicznej u pacjentéw z udarem mézgu.
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Zastrzezenia patentowe

Zastosowanie slinowej oksydazy ksantynowej jako biomarkera w diagnozowaniu in vitro pa-
cjentéw z udarem mézgu.

Zastosowanie slinowej oksydazy ksantynowej do wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze ak-
tywnos¢ mierzy sie metoda fluorymetryczna.

Zastosowanie slinowej oksydazy ksantynowej wedtug zastrz. 2, znamienne tym, ze objetos¢
sliny wynosi co najmniej 50 pl.

Zastosowanie slinowej oksydazy ksantynowej jako biomarkera w réznicowaniu in vitro pacjen-
téw z udarem mdzgu, znamienne tym, ze aktywnos¢ od 46 nU/mg do 60 nU/mg oznacza
udar krwotoczny a aktywnos¢ od 60 nU/mg oznacza udar niedokrwienny.

Zastosowanie slinowej oksydazy ksantynowej jako biomarkera w ocenie neuropsychologicz-
nej in vitro pacjentdw z udarem mdzgu, znamienne tym, ze aktywnos¢ od 51 nU/mg do
62 nU/mg oznacza tagodne zaburzenia poznawcze, a aktywnos$¢ od 62 nU/mg oznacza umiar-
kowane zaburzenia poznawcze.


https://doi.org/10.1093/clinchem/36.l.81
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Rysunki
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Normaine vs. tagodne zaburzenia poznawcze
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Krzywa ROC
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