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1. L’INFARCTUS CÉRÉBRAL À HEURE INCONNUE ET LES 
MÉTHODES DE DATATION 

 

L’infarctus cérébral à heure de début inconnue concerne un tiers des patients admis 

en phase aiguë. Il est définit par un horaire de début des symptômes ne pouvant être 

déterminé par l’anamnèse du patient. Il est classiquement représenté et réduit à l’accident 

vasculaire cérébral (AVC) du réveil mais concerne aussi de nombreux patients dont l’accident 

s’est produit en l’absence de témoin et dont l’état ne permet pas un interrogatoire avec 

pour seule donnée un large intervalle horaire déduit de la dernière heure où le patient aurait 

été vu sans symptôme (1, 2). Ce défaut d’information est dramatique puisqu’il exclut le 

patient des procédures de reperfusion artérielle qui représentent l’un des traitements 

majeurs pour améliorer le pronostic (3-6). Le danger est de restaurer la circulation cérébrale 

au-delà des délais admis (4,5 heures pour la thrombolyse intraveineuse, et 6 heures pour la 

thrombectomie) avec un risque accru de transformation hémorragique (7). Face à ce 

problème, les praticiens utilisent l’imagerie par résonnance magnétique (IRMc) et la 

comparaison des séquences Diffusion et FLuid-Attenuated Inversion Recovery (FLAIR) pour 

dichotomiser les patients : plus tôt ou plus tard que la limite horaire de 4,5 heures admise 

pour la thrombolyse intraveineuse. La séquence de diffusion démontre la présence de 

l’infarctus cérébral récent alors que ce dernier ne devrait apparaître sur la séquence FLAIR 

que 4 ou 4,5 heures suivant la survenue des symptômes. Le mismatch Diffusion/FLAIR est 
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alors déduit de la comparaison des deux séquences et définit par l’absence d’hyperintensité 

sur la séquence FLAIR due à l’infarctus diagnostiqué et délimité par la séquence de Diffusion. 

La mise en évidence du mismatch Diffusion/FLAIR serait un bon indicateur d’un infarctus de 

moins de 4,5 heures ainsi jugé dans la fenêtre horaire de la thrombolyse.  Or, cette méthode 

reste imparfaite. Sa performance diagnostique a été évaluée par Thomalla et al montrant 

une sensibilité de 62% et une spécificité de 78% pour identifier des infarctus cérébraux de 

moins de 4,5 heures, et une sensibilité de 56% et une spécificité de 87% pour ceux de moins 

de 6 heures (Figure 1) (8). La conséquence directe est que l’on peut exclure à tort des 

patients dont l‘âge de l’infarctus est encore comprise dans la fenêtre thérapeutique, ou 

poser abusivement l’indication thérapeutique au-delà des limites horaires admises avec un 

risque accru de transformation hémorragique. Face à ces arguments aucune méthode n’est 

actuellement validée pour dater l’infarctus cérébral à heure de début inconnue (9). De plus, 

beaucoup de centres dans le monde n’utilisent pas l’IRMc à la phase aiguë de l’AVC, ayant 

alors recours à la tomodensitométrie (TDMc) dont la datation de l’ischémie est encore plus 

imprécise. La solution serait d’apporter une méthode de datation complémentaire aux 

techniques d’imagerie afin d’atteindre la meilleure performance diagnostique possible pour 

identifier les infarctus dans les fenêtres horaires thérapeutiques des procédures de 

reperfusion artérielle. 
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Figure 1. Mesure des pourcentages de patients présentant un mismatch diffusion/FLAIR 

positif et négatif en fonction du délai entre la survenue de l’infarctus cérébral et de la 

réalisation de l’IRMc. 

Rose : Mismatch Diffusion/FLAIR positif, bleu : Mismatch Diffusion/FLAIR négatif, flèche : 

limite des 4,5 heures. 

Figure issue de Thomalla G, Cheng B, Ebinger M, et al. DWI-FLAIR mismatch for the 

identification of patients with acute ischaemic stroke within 4.5 h of symptom onset (PRE-

FLAIR): a multicenter observational study. Lancet Neurol. 2011;10:978-86. 

 

2. BASES SCIENTIFIQUES POUR DATATION BIOLOGIQUE DE 
L’INFARCTUS CÉRÉBRAL PAR GST-Π/PRDX1 

 

Le Département des Sciences des Protéines Humaines (DSPH) du Centre Médico 

Universitaire de Genève a étudié par technique de microdialyse l’augmentation des 

concentrations de certaines protéines au sein de l’infarctus cérébral (10). Parmi les protéines 
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identifiées, deux biomarqueurs  avaient des concentrations significativement plus élevées 

dans le sang circulant des patients atteints d’AVC en comparaison aux contrôles. Il s’agit de 

deux enzymes impliquées dans le stress oxydatif : la glutathione S-transférase-π (GST-π) et la 

peroxyrédoxine 1 (PRDX1). Un premier travail publié en 2012 montrait une capacité de 

datation de la GST-π (11). Nous avons évalué dans ce travail le pouvoir de datation de la 

PRDX1.  

La GST-π et la PRDX1 sont des enzymes ubiquitaires impliquées dans le stress oxydatif. Elles 

ont pour fonction la réduction des radicaux libres qui sont responsables des dommages des 

membranes lipidiques cellulaires et de l’ADN (12-15). Au cours de l’ischémie cérébrale il 

existe une induction de ces deux enzymes afin de répondre à la production de radicaux libres 

(16). La GST-π est l’enzyme prévalente de la famille des glutathione S-transferase classée en 

8 sous-groupes (α, μ, θ, π, ζ, σ, κ et ω) (17). Son action par transfert de groupement 

glutathions sur des résidus cystéines est surtout décrite comme étant un acteur de la 

balance redox cellulaire. Cependant, elle agit aussi comme un régulateur de l’activité 

cellulaire par modification post-transcriptionnelle d’enzymes, de récepteurs et de facteurs 

de transcription (18-20). Les actions des peroxyrédoxines sont plus décrites dans la 

littérature et notamment concernant l’ischémie cérébrale. Le rôle de PRDX1 dans la 

réduction des radicaux libres est largement rappelé dans cette situation (16, 21). La PRDX1 

est également induite dans les cellules endothéliales en situation d’ischémie cérébrale aiguë 
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et inhibe la production des molécules d’adhésion qui permettent le recrutement et la 

diapédèse des leucocytes responsables de l’inflammation au sein du parenchyme (22). 

Cependant d’autres travaux montrent que PRDX1 agit comme agent pro-inflammatoire avec 

pour exemple le titre évocateur « Peroxiredoxin sets the brain on fire » (23).  La PRDX1 dans 

sa forme oxydée est libérée dans l’espace extracellulaire parenchymateux par les neurones 

et les cellules gliales en cours d’ischémie. Elle vient alors activer les monocytes, par 

l’intermédiaire de récepteurs TLR2 et 4, qui favorisent le recrutement des lymphocytes T 

pour initier et maintenir la cascade inflammatoire (Figure 2) (24). Quelque-soit leur rôle 

protecteur ou pro-inflammatoire dans l’ischémie cérébrale, tous ces éléments 

physiopathologiques expliquent un pic de concentration sanguine de  GST-π et PRDX1 à la 

phase aiguë de l’infarctus cérébral : ceci par production des cellules endothéliales, par 

diffusion depuis l’espace extracellulaire au travers de la barrière hémato-encéphalique 

endommagée et depuis le liquide céphalorachidien. 
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Figure 2. Différentes interventions de la peroxyrédoxine 1 (PRDX1) au décours de la phase 

aiguë de l’infarctus cérébral 

Durant l’ischémie cérébrale, PRDX1 permet la réduction des radicaux libres et l’inhibition de 

l’expression des molécules d’adhésion responsables de la diapédèse des leucocytes dans le 

parenchyme cérébral. Cependant la forme oxydée de PRDX1 provenant des cellules gliales et 

des neurones en apoptose active les monocytes par les récepteurs TLR2 et 4 activant et 

entretenant l’inflammation. Les concentrations sanguines élevées de PRDX1 proviennent 

d’une production directe par les cellules endothéliales et d’une diffusion de l’espace extra 

cellulaire du parenchyme vers la lumière vasculaire au travers de la barrière hémato 

encéphalique endommagée. 

PRDX1 : peroxyrédoxine 1, TLR 2/4: toll like receptors 2 and 4, RxL. : radicaux libres. 

Figure soumise à publication 

 

 



24 
 

3. RÉSULTATS PRÉLIMINAIRES DE LA MÉTHODE DE DATATION DE 
L’INFARCTUS CÉRÉBRAL PAR GST-Π/PRDX1 

 

Les résultats concernant les capacités de datation de GST- π et PRDX1 proviennent de la 

même cohorte prospective de patients inclus au Centre Hospitalo Universitaire de Genève 

entre Décembre 2005 et Janvier 2008 (11). Il s’agissait de patients se présentant dans les 24 

heures d’un infarctus cérébral à horaire déterminé et précis pour lesquels des prélèvements 

sanguins ont été réalisés à différents horaires. A noter qu’un groupe contrôle a aussi été 

constitué à partir de volontaires sains, de patients hospitalisés pour traitement 

orthopédique de fractures des membres ou pour une pathologie neurologique (sclérose en 

plaques, maladie de parkinson, migraines…) autre qu’un traumatisme crânien ou un 

évènement neurovasculaire. Les résultats concernant la GST-π ont été publiés en 2012 avec 

une performance diagnostique de la GST-π pour identifier les infarctus cérébraux de moins 

de 3 heures montrant une sensibilité de 68 % et une spécificité de 82 % (11). La performance 

diagnostique de GST-π pour l’identification des infarctus de moins de 6 heures n’avait pas 

été étudiée en 2012. Nous venons de répéter l’étude en s’intéressant cette fois à la PRDX1 et 

en reprenant les concentrations plasmatiques de GST-π observées. 

Les résultats proviennent certes d’une cohorte modeste incluant 109 individus dans la 

population contrôle, pour lesquels un prélèvement sanguin unique a été réalisé et 37 



25 
 

patients avec infarctus cérébral avec réalisation de 82 prélèvements dont 32 dans les 3 

premières heures, 7 entre 3 et 6 heures et 43 entre 6 et 24 heures. 

Nous avons mis en évidence : 

1. Des concentrations plasmatiques de PRDX1 et GST-π significativement plus élevées 

chez les patients avec infarctus cérébral en comparaison avec les témoins que ce soit 

pour l’ensemble des prélèvements (Figure 3) ou à partir des 3 fenêtres horaire 

(Figure 4). Une comparaison des caractéristiques démographiques et de la 

prévalence des facteurs de risque vasculaire entre la population contrôle et les 

patients AVC a été réalisée. La fibrillation auriculaire a été plus fréquemment trouvée 

chez les patients AVC (p<0.01). Les concentrations élevées de PRDX1 et GST-π restent 

indépendamment associées à l’infarctus cérébral après ajustement à la fibrillation 

auriculaire. A noter que parmi les patients avec infarctus cérébral, 15 patients (40%) 

ont bénéficié de procédures de reperfusion artérielles cérébrales. Les niveaux de 

concentrations des 2 biomarqueurs ne sont pas différents entre patients traités par 

procédures de reperfusion et ceux qui ne le furent pas. 
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Figure 3. Concentrations plasmatiques de  peroxyrédoxine 1 (a) et de  glutathione s-

transferase π (b) dans la population contrôle (Contrôles) et chez les patients avec infarctus 

cérébral (patients AVC) 

Boites de Tukey, limites de la boite : distance interquartile (IQR), ligne dans la boite : 

médiane, lignes horizontales : valeurs adjacentes (quartile 1 – 1,5 IQR ; quartile 3 + 1,5 IQR), 

losange : moyenne, points : valeurs extrêmes isolées. 

PRDX1: Peroyirédoxine 1, GST-π: glutathione s-transferase π, ** : différence significative 

(Mann-Whitney) entre les contrôles et les patients AVC, p<0,01. (données soumises à 

publication) 
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Figure 4. Concentrations plasmatiques de la peroxyredoxine 1 (a) et de la glutathione s-

transferase π (b) dans la population contrôle (Contrôles) et chez les patients avec infarctus 

cérébral (patients AVC) pour les différentes fenêtres horaires 

Boites de Tukey, limites de la boite : distance interquartile (IQR), ligne dans la boite : 

médiane, lignes horizontales : valeurs adjacentes (quartile 1 – 1,5 IQR ; quartile 3 + 1,5 

IQR), losange : moyenne, points : valeurs extrêmes isolées.  

PRDX1: Peroxyrédoxine 1, GST-π: glutathione s-transferase π, <3h: prélèvements dans les 

3 premières heures, 3-6h: prélèvements entre 3 et 6 heures, >6h: prélèvements après 6 

heures suivant  la survenue de l’infarctus cérébral, *: p<0.05 , **p<0.01. (données 

soumises à publication) 
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2. des concentrations significativement plus élevées avant 3 heures vs. après 3 heures 

pour PRDX1 et GST-π, ainsi que avant 6 heures vs. après 6 heures mais seulement 

pour PRDX1 (Figure 5). Ceci après dichotomisation des prélèvements avant et après 3 

heures, puis avant et après 6 heures suivant la survenue de l’infarctus cérébral. Le pic 

de concentrations des 2 biomarqueurs serait donc situé dans les premières heures 

qui suivent la survenue de l’infarctus cérébral. 
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Figure 5. Concentrations plasmatiques de peroxyrédoxine 1 et glutathione s-transferase π 
chez les patients avec infarctus cérébral  avant vs. après 3 heures (a, b) et avant vs. après 6 
heures (c, d) suivant la survenue des symptômes. 
Boites de Tukey, limites de la boite : distance interquartile (IQR), ligne dans la boite : 

médiane, lignes horizontales : valeurs adjacentes (quartile 1 – 1,5 IQR ; quartile 3 + 1,5 IQR), 

losange : moyenne, points : valeurs extrêmes isolées.  

PRDX1: Peroxyrédoxine 1, GST-π: glutathione s-transferase π, <3 heures et >3 heures : avant 

et après 3 heures suivant la survenue de l’infarctus cerebral, <6 heures et >6 heures : avant et 

après 6 heures suivant la survenue de l’infarctus cérébral, ** :  p<0.01. (données soumises à 

publication) 
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3. La performance diagnostique de PRDX1, au moyen d’une analyse ROC, comme cela 

avait déjà était fait précédemment pour la GST-π (11).  Le dosage plasmatique de 

PRDX1 montre une sensibilité de 53% et une spécificité de 86% pour identifier les 

infarctus cérébraux de moins de 3 heures, et une sensibilité de 49% et une spécificité 

de 88% pour identifier les infarctus cérébraux de moins de 6 heures. Sensibilité et 

spécificité ont été calculées à partir de l’indice de Youden (Figure 6).  

 

Figure 6. Performance diagnostique de peroxyrédoxine 1 pour le diagnostic des infarctus 

cérébraux de moins de 3 heures (a) et de moins de 6 heures (b) par analyse ROC 

Seuil (spécificité, sensibilité par indice de Youden), AUC : aire sous la courbe (intervalle de 

confiance à 95%).(données soumises à publication) 
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Notre étude préliminaire a pour limite majeure un nombre restreint de patients et de 

prélèvements dans les différentes fenêtres horaire en particulier entre 3 et 6 heures après la 

survenue de l’AVC. Ceci contribue à la dispersion des résultats et entraine un défaut de 

discrimination des infarctus de moins de 3 heures de ceux de moins de 6 heures. De plus, 

ceci ne nous a pas permis d’évaluer la combinaison des performances diagnostiques 

obtenues pour GST-π et PRDX1. Les patients inclus dans cette cohorte ont été évalués le plus 

souvent par TDMc conduisant à un manque d’informations importantes comme le mismatch 

diffusion/FLAIR et le volume de l’infarctus cérébral. La limite horaire choisie de 3 heures 

n’est pas la plus pertinente et nous devons nous attacher à identifier les infarctus de moins 

de 4,5 heures. Nous n’avons pas réussi à mettre en évidence de corrélation entre la gravité 

de l’accident vasculaire cérébrale mesuré par le score National Institute of Health Stroke 

Score (NIHSS) et le niveau de concentration des biomarqueurs. Cependant  ce point devra 

être à nouveau vérifié en incluant le volume de l’infarctus. 

La meilleure stratégie pour obtenir une méthode de datation de l’infarctus cérébral serait 

combiner les performances des 2 biomarqueurs envisagés, puis ensuite avec d’autres 

intervenant à des temps différents (molécules d’adhésion, marqueurs de l’inflammation et 

de nécrose). Il serait également intéressant de mesurer la performance diagnostique de 

datation de l’infarctus cérébral d’une méthode alliant des critères biologiques 

(biomarqueurs) et radiologiques (mismatch diffusion/FLAIR). 
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Abstract 

Accurately determining time-of-onset of cerebral infarction is important to clearly identify 

patients who could benefit from reperfusion therapies. We assessed the kinetics of 

peroxiredoxin 1 (PRDX1) and glutathione s-transferase π (GST-π), proteins involved in 

oxidative stress during the acute phase of ischemia, and their ability to determine stroke 

onset in a population of patients with known onset of less than 24 hours and in a control 

group. Median PRDX1 and GST-π levels were significantly higher in stroke patients compared 

to controls. Levels of both proteins were also higher from blood samples withdrawn before 

vs. after 3 hours following stroke onset, and before vs. after 6 hours for PRDX1 only. ROC 

analysis was performed to assess diagnosis performance of biomarkers to identify cerebral 

infarction occurring <  3 hours (PRDX1: area under the curve (AUC)=69%, sensitivity 

(Se)=53% and Specificity (Sp)=86%; GST-π: AUC=72%, Se=54%, Sp=89%) and < 6 hours 

(PRDX1: AUC=68%, Se=49%, Sp=88%; GST-π: AUC=63%, Se=43%, Sp=92%). These first results 

suggest PRDX1 and GST-π levels could be the basis of a new method of cerebral infarction 

dating. 

 

Keywords 

Acute cerebral infarction, biomarker, , glutathione s-transferase, peroxiredoxin 1, stroke  
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Introduction 

While cerebrovascular biomarkers have been widely used to diagnose, define the severity 

and predict prognosis of patients with cerebral ischemia(1,2), only one study has assessed 

their kinetic at the acute phase of stroke (3). However, this could be an interesting field of 

research as many proteins are synthetized, released and activated during this period. 

Moreover, it would help to answer an important clinical question: how to accurately 

determine the time-of-onset of acute ischemic stroke in patients of unknown onset so as to 

perform reperfusion therapies within recommended time windows. In current clinical 

practice, physicians attempt to determine time of onset using cerebral magnetic resonance 

imaging (MRI) and the diffusion/fluid attenuated inversion recovery (FLAIR) mismatch. 

However, this method is not completely reliable (4). Furthermore, an increasing number of 

centers worldwide use CT scan which is less accurate than MRI assessment of onset during 

the acute phase of stroke. However, no specific method of dating cerebral ischemia is 

recommended to decide on thrombolysis in patients with stroke of unknown onset (5).  

Thus, finding a new method complementary to MRI or CT scan could result in clear 

guidelines or recommendations for the evaluation of cerebral infarction of unknown onset. 

Dayon et al. observed the presence of high levels of two enzymes involved in oxidative 

stress, peroxiredoxin 1 (PRDX1) and glutathione s-transferase π (GST-π), in the serum of 

patients with cerebral infarction (6). Moreover, GST-π levels were found to be associated 
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with stroke onset in a prospective cohort of patients with acute ischemic stroke (3). From a 

prospective cohort of patients with ischemic stroke at precise onset from whom blood 

samples were withdrawn at different time, we studied the kinetics of PRDX1 and GST-π and 

their diagnostic performance to identify cerebral infarction of less than 3 and 6 hours. 

  

Material and Methods 

Patient inclusion 

Patients from Geneva university hospital were prospectively included over a period of two 

years (1st December 2005 to 1st January 2008). 

The inclusion criteria for patients were: age > 18 years; diagnosis of cerebral infarction 

following neurological examination and cerebral imaging (MRI or CT scan); known and 

precise time of first symptoms within the first 24 hours following onset; and consent (from 

patient or relatives) to take part in the study. The exclusion criteria were: pregnancy; known 

oncological disease; cirrhosis; renal failure; myocardial infarction or medical history of stroke 

of less than 3 months; ongoing treatment with neuroleptics and lithium; hemorrhagic stroke; 

subarachnoid hemorrhage; all cerebral traumatic lesions (including subdural, epidural, 

parenchymal hematoma and contusions); Inclusions were not consecutive depending of the 

presence of medical and paramedical staff in charge of the study (from Monday to Friday 

during usual working hours).  
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A control group was constituted from patients with no history of cerebrovascular disease. 

They were healthy volunteers, patients admitted for limbs fractures without any 

neurological lesion, and patients from the Neurology department admitted for multiple 

sclerosis, Parkinson disease or migraine.     

Data Collection 

Cerebral infarction was diagnosed following evaluation by a neurologist and time of stroke 

onset was precisely specified from patient, relatives and/or first medical assistance 

interview. Demographic and clinical data were collected including sex, age, vascular risk 

factors (hypertension, diabetes mellitus, tobacco consumption), medical history of atrial 

fibrillation and coronary heart disease, and National Institute of Health Stroke Score (NIHSS) 

at admission. Use of reperfusion therapies was also noted.  

Following inclusion, patients underwent blood withdrawals within different times: during the 

first 3 hours, between 3 and 6 hours, and after 6 hours following stroke onset. The number 

of blood withdrawal depended on the time of inclusion and the presence of the paramedical 

staff in charge of the study. Patients from the control group underwent only one blood 

withdrawal. 

GST- π and PRDX1 plasma levels were determined for each blood sample in the Department 

of Human Protein Sciences of the Medical Center of Geneva as previously described for GST- 

π (3) and using the PRDX1 (Human) ELISA kit, Abnova. All measurements were blinded. The 
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reproducibility of the assay was assessed by determining intra- and inter-run coefficients of 

variation.   

Statistical analysis 

All analyses were carried out using IBM SPSS Statistics software, version 20 (SPSS Inc., 

Chicago, IL, USA). Continuous variables were described as median, mean ± standard 

deviation, categorical factors as frequency and percentage.  

To identify differences of PRDX1 and GST-π levels in stroke patients vs. controls, first 

comparison was performed between both groups for clinical charateristics and biomarkers 

levels (overall and for each time window) using Mann-Whitney U test, Chi-Square test and 

Fisher’s exact test when appropriate.  PRDX1 and GST-π levels were adjusted for clinical 

characteristics found to be statistically different between both groups. In the stroke patients, 

biomarkers levels were also compared for those who had been treated with reperfusion 

therapies vs. those who had not using the Mann-Whitney U test. 

To identify an influence of the NIHSS score on PRDX1 and GST- π levels, stroke patients were 

divided in four quartiles according to their NIHSS score at admission and biomarker levels 

compared using Kruskal-Wallis test.    

To identify significant differences in PRDX1 and GST-π levels in stroke patients from blood 

samples withdrawn before vs. after3 hours, and before vs. after 6 hours following onset, 
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biomarker levels were dichotomized (<3 vs. >3 hours, and <6 vs. >6 hours) and compared 

using Mann-Whitney U test.  

To assess diagnostic performance of PRDX1 and GST-π to identify cerebral infarction of less 

than 3 hours and less than 6 hours, ROC analysis was performed to determine the area 

under the curve (AUC) and 95% interval confidence (95%CI), sensitivity (Se) and specificity 

(Sp) using the Youden index, and related threshold.  

Significant difference was defined as p<0.05. 

Ethics 

This study was approved by the Ethics Committee of the N.A.C. (Neuclid, Apsic, Chirurgie) 

Department of the Geneva University Hospitals (study CER05–026 (05–058)). It was carried 

out in accordance with the principles of the Declaration of Helsinki. Each patient, or a legally 

authorized representative, was informed about the study and gave consent to participate. 

 

Results 

Thirty-seven patients with ischemic stroke were included from whom 82 blood samples were 

withdrawn: 32 samples during the first 3 hours, 7 between 3 and 6 hours, and 43 after 6 

hours following stroke onset. One hundred and nine patients constituted the control group 

(4 healthy volunteers, 51 with various neurological disease other than stroke, and 54 

patients admitted for orthopedic conditions). The characteristics of stroke patients and the 
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control population are summarized in table 1. The only significant difference between the 

two groups was the prevalence of atrial fibrillation (p<0.01). 

Intra- and inter-run coefficients of variation of PRDX1 plasma level measurements were 

below 15%. Overall PRDX1 and GST-π median levels were significantly higher in stroke 

patients than in control population:  respectively 6.9  13.7 vs. 3.5  4.5 ng/mL (p<0.01) and 

22.7  50.7 vs. 14.5  7.6 ng/mL (p<0.01) (figure 1, table 2) and this difference remained 

significant after adjustment for atrial fibrillation. No significant difference for PRDX1 (p=0.38) 

and GST-π levels (p=0.06) were found between the groups of stroke patients classified 

according to the NIHSS score at admission.  

Median PRDX1 levels were significantly higher in the < 3 hours (11.7  15.6 ng/mL, p<0.01), 

3-6 hours (7.3  10 ng/mL, p<0.05), and > 6 hours (4.9  11.9 ng/mL, p<0.01) time windows 

in stroke patients than in the control population (figure 2a).  Median GST-π levels were 

significantly higher in the < 3 hours (40.5  57 ng/mL, p<0.01), and > 6 hours (21.5  18.9 

ng/mL, p<0.01) time windows in stroke patients than in the control population (figure 2b).  

Biomarker levels were not different in the stroke patients treated with reperfusion therapies 

or not, for all samples (PRDX1: 32  5.1 ng/mL vs. 50  7.6 ng/mL, p=0.19; GST-π: 23  38.7 

ng/mL vs. 38  19.8 ng/mL, p=0.07), and in each time window (data not shown).  

In the stroke patients, median PRDX1 and GST-π levels were significantly higher in blood 

samples withdrawn before vs. after 3 hours following onset (PRDX1:  11.7  15.6 ng/mL vs. 5 
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 11.6 ng/mL, p<0.01 and GST-π:  40.5  57 ng/mL vs. 18.2  40.2 ng/mL, p<0.01) (figures 3a 

and 3b, table 2). Only PRDX1 levels were significantly higher in blood samples withdrawn 

before vs. after 6 hours following onset (9.6  14.9 ng/mL vs. 4.9  11.9 ng/mL, p<0.01) 

(figures 3c and 3d, table 2).  

The diagnosic performance of PRDX1 and GST-π levels to identify cerebral infarction of less 

than 3 and 6 hours are represented by ROC curves in figure 4. ROC analysis to identify 

cerebral infarction of less than 3 hours gave for PRDX1 an AUC of 69% (95%CI: 57-81%), a Se 

of 53% and a Sp of 86%, for GST-π an AUC of 72% (95%CI: 58-85%), a Se of 54% and a Sp of 

89% (figures 4a and 4b, table 2).  For identification of cerebral infarction of less than 6 hours 

diagnosis performance of PRDX1 gave an AUC of 68% (95%CI: 56-80%), a Se of 49% and a Sp 

of 88%, and for GST-π an AUC of 63% (95%CI: 49-77%), a Se of 43% and a Sp of 92% (figures 

4c and 4d, table 2).   

 

Discussion 

The results of our study show that PRDX1 and GST-π levels are high during the first hours 

following stroke onset suggesting that it could play a role in identifying patients with 

cerebral infarction who fall within the therapeutic window for reperfusion therapies. One 

third of patients with cerebral infarction are admitted with unknown time onset (7,8). As a 

result they cannot benefit from thrombolysis which is considered as one of the main 
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treatment to improve outcome at the acute phase of ischemic stroke.  Reperfusion therapies 

administered after the accepted cut-off could expose patients to serious hemorrhagic 

transformation. The main objective of a method to accurately specify the time of the stroke 

is therefore to exclude with certainty patients who do not fall within this therapeutic 

window. This means the highest Sp is required for a method to identify patients within the 

therapeutic window. The current radiological method of estimating stroke onset time 

(Diffusion/FLAIR mismatch) has been evaluated by Thomalla et al. (2) who found an Se of 

62% and an Sp of 78% to identify cerebral infarction of less than 4.5 hours and a Se of 56% 

and a Sp of 87% for less than 6 hours. Diagnosis performances of PRDX1 and GST-π levels are 

comparable even if we worked on a window of less than 3 hours instead of 4.5 hours. The 

identification of proteins with kinetics associated with cerebral infarction onset could 

improve the diagnostic performance of cerebral MRI by means of a combined strategy.  

Concerning our first results, diagnostic performance are about equal for GST-π and PRDX1 to 

identify cerebral infarction of less than 3 hours and PRDX1 seems to have the highest ability 

for cerebral infraction of less than 6 hours.  

PRDX-1 and GST-π belong to the antioxidant enzymes involved in the neutralization of 

reactive oxygen species (ROS) resulting from oxidative stress (9,10). Their induction and 

activation at different levels of cerebral infarction and inflammation, mainly described for 

peroxiredoxins, explain high serum levels observed in stroke patients by Dayon et al. and in 
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our study (6). ROS are responsible for alteration of membrane lipids, proteins and DNA (11). 

Their production rises with cerebral ischemia and even during reperfusion promoting 

neuronal death (12). In this context, antioxidant enzymes convert ROS into less reactive 

components (13). GST-π is the most prevalent isozyme in the multi-gene family of 

glutathione S-transferases classified in 8 subcategories. The encoding gene is located on the 

chromosome 11 (14). GST-π is firstly reported as an antioxidant agent through reaction with 

ROS, highly participating in the balance of cellular redox homeostasis. However, its action is 

more complex. Glutathionylation promoted by GST-π leads to post-translational 

modifications and regulation of proteins as enzymes, receptors and transcription factors 

(15). GST-π is able to inhibit mitogen-activated kinases, and consequently inflammatory 

reactions and apoptosis (16,17). It has been known as a potential mechanism of drug 

resistance in cancer (15). GST-π repartition is also ubiquitous but implication during cerebral 

infarction and inflammation is less described as peroxiredoxins. Peroxiredoxins are abundant 

and ubiquitous proteins with a cysteine residue near the N-terminal portion which interact 

with ROS and reduce their activity. The gene encoding PRDX1 is located on the human 

chromosome 1p34 (18). Ischemia would induce PRDX1 production in the brain in response 

to oxidative stress to reduce ROS and enhance production of antioxidant agents (19). It has 

been suggested that induction of peroxiredoxins reduces the ischemic area in animal models 

of stroke (20). Moreover, in models of cerebral inflammation, PRDX1 induced by oxidative 
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stress protects the integrity of the blood brain barrier and prevent expression of cell 

adhesion molecules which mediate leucocyte migration into the parenchyma (21). On the 

contrary, oxidized peroxiredoxins released into extracellular spaces following neuronal death 

enhance inflammation inherent to stroke and are held responsible for extension of infarction 

(22). They act as damage-associated molecular pattern molecules activating macrophage 

through toll like receptors 2 and 4, then recruit T cells and finally maintain the inflammation 

cascade (23) (figure 5).  Overall, whether their actions are favourable or not, these data 

support increased levels of PRDX1 during cerebral ischemia. The presence of both 

biomarkers in the blood would be the result of a direct production by endothelial cells, 

diffusion from the cerebrospinal fluid and the extracellular space due to disruption of blood 

brain barrier (3,6). PRDX1 production is usually described as a secondary reaction to cerebral 

infarction occurring 12 hours after onset (23). However in our study, the highest levels of 

PRDX1 and GST-π are found in the first 3 hours followed by a decrease.  

We recognize some limitations of this first study. The studied time windows do not allow us 

to conclude on the diagnostic performance of PRDX1 and GST-π to identify cerebral 

infarction of less than 4.5 hours which is the therapeutic window of intravenous 

thrombolysis for most patients suffering from ischemic stroke. Furthermore, the sample size 

was small and we had insufficient human resources to systematically withdraw blood for 

each time window and in particular between 3 and 6 hours where we had few samples. This 
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mainly explains the distribution of biomarker values in the various subgroups and the lack of 

discrimination to differentiate cerebral infarctions of less than 3 hours from those of less 

than 6 hours. Moreover, it prevents us from combining the PRDX1 and GST-π results to 

assess the timing ability of a panel which is the best strategy to improve diagnostic 

performance of a biologic method. However, we can hypothesize that the function of both 

biomarkers during stroke are too similar and concurrent to be complementary in estimating 

time of cerebral infarction. Although we did not find significant increase of biomarker levels 

in patients with elevated NIHSS score, we believe that the severity of a stroke assessed by 

clinical and radiological criteria has to be taken account in interpreting biomarker levels. 

Most of our stroke patients were examined with cerebral CT scan leading to a lack of 

important information as infarction volume and diffusion/FLAIR mismatch. 

To address these issues, we plan further studies including highest number of patients with 

standardized cerebral imaging (MRI with assessment of diffusion/FLAIR mismatch and 

infarction volume) and systematic blood withdrawals in different and narrower window 

times. We will also assess the influence of criteria of severity (NIHSS score, stroke volume) 

on biomarker levels. Furthermore, it would be of high interest to combine the diagnostic 

performance of PRDX1 and GST-π along with other proteins released or activated at 

different times during cerebral ischemia and inflammation. In this way, the diagnostic 

performance of necrosis markers such as S100b or other proteins involved at different stage 
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of inflammation as cell adhesion molecules will be explored (24,25). In addition, a 

combination of a future biologic method with the radiological diffusion/FLAIR mismatch 

method could represent the most interesting panel. However, the practical application of a 

biologic time estimation method to safely administer reperfusion therapies to patients with 

ischemic stroke of unknown onset will not be possible without rapid bedside evaluation of 

biomarkers levels. To meet this requirement, we plan to introduce a rapid decentralized 

method of protein measurement (ref). 

In conclusion, this analysis of the kinetics of proteins involved in oxidative stress during 

stroke showed that they could be the basis of a biological method of estimating time of 

cerebral infarction. These preliminary results have to be confirmed in a larger study. . 

Moreover, other biomarkers of cerebral infarction and inflammation should be explored to 

complete the findings. A combination of biologic and radiologic approaches could constitute 

a way of identifying stroke patients who can safely be administered reperfusion therapies. 

This would lead to recommendations for the evaluation of patients with ischemic stroke of 

unknown onset. 
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Figures 

 

 

Figure 1. Peroxiredoxin 1 (a) and glutathione s-transferase π (b) levels in the control 

population and stroke patients 

Tukey's box-and-whisker plots, box limits: interquartile range (IQR), middle line: median, 

diamond: mean, vertical lines: adjacent values (1st quartile - 1.5 IQR; 3rd quartile + 1.5 IQR), 

dots: outliers.  

Peroxiredoxin 1 and glutathione s-transferase π levels from 109 collections in control 

population and 82 collections from stroke patients. 

PRDX1: Peroxiredoxin 1, GST-π: glutathione s-transferase π, **: p<0.01. 
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Figure 2. Peroxiredoxin 1 (a) and glutathione s-transferase π (b) levels in control 

population and stroke patients per time window 

Tukey's box-and-whisker plots, box limits: interquartile range (IQR), middle line: median, 

diamond: mean, vertical lines: adjacent values (1st quartile - 1.5 IQR; 3rd quartile + 1.5 IQR), 

dots: outliers. Biomarker levels from 109 collections in control population and 82 collections 

from stroke patients (32 samples during the first 3 hours, 7 samples between 3 and 6 hours, 

and 43 samples after 6 hours following stroke onset). 

PRDX1: Peroxiredoxin 1, GST-π: glutathione s-transferase π, < 3h: within the first 3 hours, 3-

6h: between 3 and 6 hours, > 6h: after 6 hours following stroke onset, *: p<0.05 , **p<0.01.  
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Figure 3. Peroxiredoxin 1 and glutathione s-transferase π levels in stroke patients before 

and after 3 hours (a, b) and before and after 6 hours (c, d) following onset of cerebral 

infarction 

Tukey's box-and-whisker plots, box limits: interquartile range (IQR), middle line: median, 

diamond: mean, vertical lines: adjacent values (1st quartile - 1.5 IQR; 3rd quartile + 1.5 IQR), 

dots: outliers. Biomarker levels from 82 samples from stroke patients (32 samples before 3 

hours, 50 samples after 3 hours, 39 samples before 6 hours and 43 samples after 6 hours). 

PRDX1: Peroxiredoxin 1, GST-π: glutathione s-transferase π, < 3 hours and > 3 hours: before 

and after 3 hours following onset of cerebral infarction, < 6 hours and > 6 hours:  before and 

after 6 hours after stroke onset, **: p<0.01. 
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Figure 4. ROC analysis for diagnosis performance of peroxiredoxin 1 and glutathione s-

transferase π to identify cerebral infarction of less than 3 hours (respectively a and b) and 

6 hours (respectively c and d) following onset of cerebral infarction 

Results described as cut-off (ng/mL) determined with Youden index criterion, respective 

specificity and sensitivity, area under the curve (AUC) and 95% confidence interval. 
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Figure 5.  Different roles of peroxiredoxins during cerebral infarction 

During cerebral ischemia, peroxiredoxins permit reduction of reactive oxygen species in less 

reactive components and inhibit expression of cell adhesion molecules in endothelial cells 

promoting leukocyte migration in the brain parenchyma. However, the oxidized form 

produced and released from apoptotic cells is able to activate monocytes and promote 

inflammation in the brain parenchyma. High serum levels of peroxiredoxins would result 

from production of endothelial cells and diffusion from the extracellular into the vascular 

compartment through disrupted blood brain barrier.  

PRDX: peroxiredoxin, TLR 2/4: toll like receptors 2 and 4, ROS: reactive oxygen species. 
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Tables 
 

Characteristics 
Control population 

(n=109) 

Stroke patients 

(n=37) 
p value 

Age (years)    

Median (range) 69 (26-88) 71 (43-89) 0.13a 

Female sex    

n (%) 48 (44%) 16 (43%) 0.93b 

NIHSS score    

Median (range) - 8 (0-21) - 

Atrial fibrillation    

n (%) 6 (5%) 16 (43%) <0.01b 

Diabetes mellitus    

n (%) 14 (12%) 4 (11%) 0.99c 

Dyslipidemia    

n (%) 20 (18%) 6 (16%) 0.77b 

Hypertension    

n (%) 51 (47%) 21 (56%) 0.29b 

Myocardial infarction    

n (%) 2 (2%) 1 (3%) 0.99c 

Tobacco    

n (%) 42 (38%) 18 (49%) 0.28b 

Reperfusion therapies    

n (%) - 15 (40%) - 
 

Table 1. Population characteristics  

NIHSS: National Institute of Health Stroke Scale, a: Mann–Whitney U test, b: Chi-Square test, 

c: Fischer exact test.  
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PRDX1 GST-π 

Control population 
vs. Stroke patients 

Control population 
median level ± standard 
deviation (ng/mL) 
n=109 

3.5  4.5 

** 

14.5  7.6 

** 
Stroke patients 
median level ± standard 
deviation (ng/mL) 
n=82  

6.9  13.7 22.7  50.7 

Diagnostic 
performance : 
identification of 
cerebral infarction < 
3 hours 

< 3 hours 
median level ± standard 
deviation (ng/mL) 
n=32 

11.7  15.6 

** 

40.5  57 

** 
> 3 hours 
median level ± standard 
deviation (ng/mL) 
n=50 

5  11.6 18.2  40.2 

ROC analysis 
AUC (95%CI) 
Sensitivity, Specificity 

69% (57-81%) 
53%, 86% 

72% (58-85%) 
54%, 89% 

Diagnostic 
performance : 
identification of 
cerebral infarction < 
6 hours 

< 6 hours 
median level ± standard 
deviation (ng/mL) 
n=39 

9.6  14.9 

** 

20.5 ± 60.1 

> 6 hours 
median level ± standard 
deviation (ng/mL) 
n=43 

4.9  11.9 21.5 ± 18.9 

ROC analysis 
AUC (95%CI) 
Sensitivity, Specificity 

68% (56-80%) 49%, 
88% 

63% (49-77%) 
43%, 92% 

 
Table 2. Peroxiredoxin 1 and glutathione s-transferase π performances to 

diagnose and to date cerebral infarction 

PRDX1: Peroxiredoxin 1, GST-π: glutathione s-transferase π, 95% CI: 95% confidence interval, **: 

p<0.01. 
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La collaboration qui existe entre les unités fondamentales et cliniques suivantes 

- Le Centre d’Investigation Clinique Plurithématique 1433 du CHRU de Nancy (CIC-P), 

- L’Unité Neurovasculaire (UNV) du service de Neurologie du CHRU de Nancy, 

- Le service de Neuroradiologie Diagnostique et Thérapeutique du CHRU de Nancy, 

- Le Centre d’Investigation Clinique Innovation Technique du CHRU de Nancy (CIC-IT) 

- Le DSPH du Centre Médico Universitaire de Genève, 

Nous amène donc à proposer une étude clinique prospective multicentrique afin d’identifier 

et de valider une méthode biologique de datation de l’infarctus cérébral à partir de GST-π et 

PRDX1. La perspective à terme est de produire un outil de dosage rapide utilisable « au 

chevet » du patient permettant en quelques minutes d’indiquer si le patient se présentant 

avec un infarctus cérébral à heure de début inconnue peut être considéré comme étant dans 

les limites horaires des procédures de reperfusion.  

Nous envisageons de constituer une cohorte prospective de patients inclus dans les 12 

heures suivant un déficit évocateur d’un AVC dont l’heure des premiers symptômes est 

précisément connue. Ainsi nous pourrons en objectif principal évaluer la performance 

diagnostique du couple GST-π/PRDX1 pour identifier les infarctus de moins de 4,5 heures. 

En objectif secondaire nous évaluerons les performances de datation du panel GST-π/PRDX1 

pour d’autres limites horaires (moins de 3 et 6 heures) et celles du panel GST-π/PRDX1/IRMc 
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(en associant donc des indicateurs biologiques et radiologiques), les performances 

diagnostiques des 2 biomarqueurs pour différencier l’accident vasculaire cérébral des stroke 

mimics (conditions autres que neurovasculaire  mimant les symptômes de l’AVC), et pour 

différencier l’infarctus de l’hémorragie cérébrale. Ces deux derniers points sont aussi 

d’actualité, l’enjeu étant de trouver des moyens diagnostiques de l’infarctus cérébral 

simples, rapides et fiables réalisables dès le lieu de survenue du déficit neurologique pour le 

début précoce de la thrombolyse intraveineuse. Les perspectives sont l’évaluation d’autres 

biomarqueurs impliqués dans l’infarctus cérébral mais à des temps différents et dont le 

pouvoir de datation pourrait être synergique avec celui de GST-π/PRDX1. Enfin, nous 

envisageons ultérieurement le développement d’un kit immunologique  utilisable au chevet 

du patient, et permettant de détecter en quelques minutes les taux seuils des biomarqueurs 

indicateurs des délais de survenue de l’infarctus cérébral. 
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Figure 7. Elaboration d’un test semi-quantitatif de détection rapide de seuils de biomarqueurs  

Figure issue de He L, Nan T, Cui Y, Guo S, Zhang W, Zhang R, Tan G, Wang B, Cui L. Development of a colloidal 

gold-based lateral flow dipstick immunoassay for rapid qualitative and semi-quantitative analysis of 

artesunate and dihydroartemisinin. Malar J. 2014;13:127. 

Il s’agit d’un test par immunochromatographie pour une détection semi quantitative des concentrations 

sanguines de GST-π et PRDX1 notamment. Il s’agira d’un test en une seule étape reposant sur un dosage 

immunologique utilisant des particules d’or colloïdal pour la production du signal. Le dosage sera réalisé à 

partir d’anticorps monoclonaux de souris marqués spécifiquement et dirigés contre les biomarqueurs 

concernés. Des protéines recombinantes correspondant aux biomarqueurs et des immunoglobulines G de 

chèvre anti souris seront utilisées comme réactif de capture et disposés sur une membrane de nitrocellulose 

pour former respectivement la ligne test et la ligne témoin. Le test réactif sera composé d’une couche de 

chlorure de polyvinyle, de la membrane de nitrocellulose, d’un tampon saturé par les anticorps monoclonaux 

marqués à l’or colloïdal dirigés contre les biomarqueurs, d’un tampon filtre et d’un tampon absorbant. 100 µL 

de plasma seront utilisés pour un temps total de réaction de 15 minutes (39). 
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L’extension des indications de la thrombolyse de l’infarctus cérébral reste un enjeu majeur. Cette 

étude évalue une méthode inédite de datation de l’ischémie cérébrale, peu invasive, rapide et facile 

d’utilisation. Elle pourrait aboutir à des recommandations fortes d’évaluation de l’infarctus cérébral à 

heure inconnue en vue des procédures de reperfusion artérielle. 
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RÉSUMÉ DE LA THÈSE  
 

Objectifs de l’étude : Évaluer les performances diagnostiques de deux biomarqueurs 
sanguins, la peroxyredoxine 1(PRDX1) et la glutathion S-transférase (GST- π), protéines 
ubiquitaires impliquée dans le stress oxydatif pour la datation précoce à 3h et 6h de 
l’accident vasculaire cérébral (AVC) ischémique, afin d’appliquer cette méthode de datation 
aux infarctus cérébraux d’horaire de début inconnu. Méthode : Etude prospective incluant 
entre décembre 2005 et janvier 2008 au CHU de Genève les patients atteints d’infarctus 
cérébral d’horaire de début connu survenu dans les 24h précédant l’inclusion. Prélèvement 
sanguin réalisé avant la 3e heure, entre 3 et 6 heure puis après la 6e heure suivant 
l’installation des symptômes. Un groupe contrôle est constitué de patients atteints de de 
pathologies diverses non neurologiques et neurologiques non neurovasculaires et ne subit 
qu’un prélèvement. L’ensemble des données cliniques pertinentes est recueilli. Résultats : 
un total de 82 prélèvements a été réalisé sur 37 cas et 109 chez les témoins. Dans 
l’ensemble, les concentrations de PRDX1 et GST- π  sont significativement plus élevées chez 
les cas comparativement aux groupe contrôle. Dans le groupe AVC, PRDX1 et GST- π sont 
significativement plus élevées dans les 3 premières heures mais PRDX1 est la seule à 
montrer une augmentation significative dans les 6 premières heures comparativement à 
après. L’analyse par courbes ROC pour évaluer la performance diagnostique des 
biomarqueurs retrouve pour la datation avant 3h (pour PRDX1 une aire sous la courbe 
(AUC)=69%, une sensibilité (Se)=53% et une spécificité (Sp)=86%, pour  GST- π AUC=72%, 
Se=54%, Sp=89%) et pour la datation avant 6h (pour PRDX1 AUC=68%, Se=49% , Sp=88% et 
GST- π AUC=63%, Se=43% et Sp=92%). Conclusion : Les performances diagnostiques de PRX1 
et GST- π apparaissent prometteuses pour la datation des AVC ischémique d’horaire 
inconnu. Toutefois cette méthode ne pourra s’appliquer qu’après une étude sur plus grande 
échelle répondant à un protocole de recueil plus rigoureux et incluant les données de l’IRM, 
ainsi que d’autres biomarqueurs. 
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