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POVZETEK

Sistemska sklerozéSSc)j e kroni |l na avtoi munska bol ezen,
kol agena v zunajcelilnem maprehksmb kage pirmv
organov. Tolen vzrok nast an kldase botetee razvilepode ni
okol jski mi vplivi ob sol asni genet ski predi

Dodatno na razvoj fvipdiiolag@kigeprroaczelsiil,nikipag ®
heterogeno klinilno izraganje bol &3cstavin na
|l iteraturi opisani povelana genomska nestabi

so pri tako okvarjenileelicah oslabljeniudi popravljalni mehanizmi.

Nag namen je bil preveritipovaekbmaoyeaghk ®k azd bme t ¢
d v o v eDNA gribelnikihs SScHkratismo opazovali razli ko med nc
oksi dat i vimspsgboogtkaphWjanja k si d at i v mnevitrgpvdayKoatid b e
bolnikov sSScv primerjavi z zdravimi kontrolamZatosmo preverjalo b s e g [DPNAVK o d b

krvi takoj po odvzemu vzorca, 80 minutnip o g k o d b i z vodi K4Sminum pero
po odstraniti vodikovega peroksida, torgjo delovanju popravljalnin mehanizm®&NA.

Zar adi enostavnost. i zvedbe, veli ke oblutl ]
met odo Comet , ki orhanr gampNAaikara Breparate bolnikov s

SSc in zdravih kontrol smo pregledovalod mikroskopom terjin tako ovrednotili
semikvantitativno in avtomatsko s programom OpenComeslike preparatovovrednoti

kvantitativnop r e k o v e | parametrov. Naj po maametnzj ¢ i Z
oprece | i tev znalil nbetejrephgkometapa, odstotek
olivni moment. Preverjali smo tudiskladnostr ol nega i n avtomeenti zir a
povezavo med starostjo, spol om, [om predommbvn o st j O

dvover i nspsolindsho popravijanja

Ugotovili smo, dasemikvantitativno in kvatitativno vrednotenj&ometovpri metodi Comet

dobro korelirataOb s eg endogewo W elNdgdgoamdjdn z metodo Comet, se

stati st i Inerazlikajenraed icedloma skupino bolnikov s SSc in kontrolno skupino
zdravin. Kol i | i ne e n d odgveorviehD Ngoa @ kno dibzzvani h eksog
dvoveDNAgneo stati etiplemo szmalijlgnd kontrol ah |

posameznikihS starostjo pri kontrolahpadew nkovi t ost poprBR\WJsagal ni h

smo pri starej gi bd sgotandokazalt tadt insetoidldnack pgm a |rielpnr
moment. Pri bolnikih s SSc ne dokagethombpovez.
dvovebDNAgmpnav tako ni statistilno znalilne pov

VI



gtevilom i zdv an eDNAgangnkso dodikovega peroksida ali po delovanju
popravljalnin mehanizmov DNAVled bolniksSSc s pri sot ni mi speci fi
topoi zomer azi I n s -cgntromerronti protitelessm® dokazalif 1 | ni r
statisti | novrepnemlmobnente Troa zkl aigkeei k @e nvd ojg eervii H up o g k
dv ov e DNAgk j¢h je v e | skoupini bolnikov s SSc s prisotnimi antientromernimi

protitelesi

KIl'julne besede: si stemshdogg&ne rDNA,egeksogdned o d a
pogkodbe DNA, popravljalni mehani z mi DNA.

VIl



ABSTRACT

Systemic sclerosis (SSc) is a chronic autoimendisease characterized by accumulation of
extracellular matrix components, especially collagen, which leads to fibrosis of the skin and
internal organs. SSc shows a complex etiology and the exact cause of the disease is still
unknown, however both eneinmental and genetic factors seem to influence the onset and
outcome of the disease. Additionally, different pathophysiological processes influence the
clinical heterogeneity of the disease and production of specific autoantibodies. Patients with
SSc preset with increased genomic instability, elevated DNA damage and impaired DNA

repair mechanisms.

The aim of our study was to define whether it is possibietect elevatedndogenoudouble
strandedDNA damagewith the Comet assay in patients with SSc. &er, we assessed if
hydrogen peroxide induces DNA damage and evaluated the efficiency of the DNA repair
mechanismsn vitro, in leukocytes of patients with SSc and healthy controls. Therefore, we
tested the amount ehdogenou®NA damagen blood, immediately after blood sampling, 30
minutes after the application of hydrogen peroxide and 45 minutes after the removal of
hydrogen peroxide, when the DNA repair activity already began. The Comet assay is a simple
and sensitive technique fortkdetermination of DNA breaks vitro which enables automation.

We evaluated prepared blood samples of patients with SSc and healthy controls in two different
ways. Semiquantitative measurement included examination obthetsunder the microscope

by haand and quantitative measurement consisted of taking the images obrttretsand
automatically analyzing them with the software tool OpenComet. The programme identifies the
comets and measures their parameters, of which the most important are tail pargimed¢dd

length, the percentage of DNA in the ta#fle tail moment andhe olive moment). Finally, we
determined the compliance of the semiquatitie and quantitative evadtion and possible
associations of the amount of DNA breaks and efficiendh@DNA repair mechanisms with

age, gender or the presence of specific autoantibodies.

We established a good correlation between semiguantitative and quantitative evaluation of the
cometsn the Comet assay. The amount of endogedouslestrandeddNA damage was not
significantly different between patients with SSc and healthy controls. The amount of
endogenougloublestrandedDNA breaks and the amount of induced exogendosble
strandedDNA breaks were significantly higher in older healthy controls timegounger
healthy individuals. Since age decreases the efficiency of the DNA repair mechanisms, we also
demonstrated that DNA repair mechanisms were significantly less efficient in older controls,
VIII



independent of gender, and the tail moment was much pnofeund. These changes were not
observed in patients with SSc, in any of the three treatments. However, when comparing
patients with different autoantibodies, we found signifigahtgher amount of endogenous
doublestrandedDNA damage in SSc patients ttvianticentromere antibodigtan in SSc
patients withantt o p oi s o0 me r a,dndicatingchanges ilemabgerosis DNA damage

depend on the autoantibodies present.

Key words: Systemic sclerosiS§omet assay,endogenous DNAdamage,exogenous DNA

damage, DNArepair mechanisms.



SEZNAM OKRAJGAYV

ACA anticentromerna protitelegand. anticentromere antibodies)

ACR/IEULARAmer i gko zdrugenje revmatol ogo(@yg.Evrops

American College of Rheumatology/Europeésague Against Rheumatism)

ANA protitelesgproti jedrnimantigenom(and. antinuclear antibodies)

ATA protitel esa piang antitt coppooii szoomeerr aasze ant i |

CTGF rastni dejavnik vezivnega tkiy@and. connective tissue growtactor)

DNA deoksiribonukleinska kislingang. deoxyribonucleic acid)

HLA humani levkocitni antigefand. human leukocyte antigen)

ICAM-1 znotrajcelil na -addng. zintgrcelllar cethocatlhesion | a
moleculel)

LMA agar oza z Inii galigolowtmeliing mointtagarose)

PDGF trombocitni rastni dejavnikand. plateletderived growth factor)

RNA ribonukleinska kislingand. ribonucleic acid)

RONS reaktivne ki si kovaad. reactivedoxygen kaodvngrogenv r st i
species)

ROS reaktivne kisikove zvrsilang. reactive oxygen species)

SSc sistemska skleroz@nd. systemic sclerosis)

TGFb transformirabp(ang.i trrasnsnfiorfmikngorgr owt h

VCAM-1 gil nocel il ni -ldaddg wgcilgresllladhespr nooleaile 1)

VEGF gil ni endot el iang wascular endothalial gralvéhjfaatar)n i k



1 UVOD

1.1 SISTEMSKA SKLEROZA
Si stemska skl eroza ( Sr8vmatskg belezénr poi Rateli sogrizadete o1 mL

drobne arterij¢l).Pat of i zi ol ogko je znalilen nakat anek |
opredel j uj boleznekijsea nsoe sitnaev | j enk a kyp gre mi béetsrede r
in eder misc, ki@ Mednaragbpadl haokhodme zaladktnes |

Raynaudov fenomen, sklerodaktilija in gastroezofagealni refluks, vendaed@osamezniki
mo | mamlikujejo Bol ezen j e | ahko caeeagesotaanjencagantno go al
sl as oma pudihzaptet\e kottswaskulopatig, p | | aartemjskahipertenzia p |l j ul na

bolezen intersticija, f i br oz a s r |pnzadetostniggstrointestinalnega trakta,
skl eroder mal naaHlrgdt/rokz ma akdr i pa i inakibestediz ki i k oge
imajo zelovelkegati vni vpliv (8a kakovost g¢givljenja

SSc jeredka bolezen vezivneg tkiva, katere prevalenca je odvisna od narodnosti, $pola
geogr af s k e(®d a vaviitama 0,7/1@0.000 do 53/100.0p€ebivalcey odvisno od

dr gave i n n(4)evidikanaodnostifeas biol | | med temrmogpltimij e n a
A me r i deagraisko pa sgogostejgpojavin a 0 b rBeverg Anterike in Avstralije kot

v Evropi, Veliki Britaniji in na Japonskeng5). P r i g e n s k a lsedem&rappgosgtege Vv i do
kot pri mogkih in sicer v obdobju med 30. i
estrogeni h hor motarosyo povezarshe/plivo §)t Podatki iz leta 2048

p o r o, dagg letna incidencaScv Slovenijiocenjena n&,6 primerél.000.00Qrebivalcev,

kar pomeni, dge naleto odkriihp r i bl i § n o bdnikalfl). 6 novi h

1.2 VPLIV OKOLJSKIH IN GENETSKIH DEJAVNIKOV

Vzrok SSc je zaenkr abvlezny e zetoekampleksel(7). Stopmaa st an e
konkordance je zelo nizk@,7%) ter podobna med enojajl ni mi
pomeni , da SSc najverjetneje ni podedovana,

druginskob8namnezo

Na pojavnost SStorejvplivajo dejavniki iz okolja, epigenetski in genetski dejaviiiki Med

okoljske in poklicne dejavnike,lds 0 j i m posamezni ki | asiickew i z p 0 S
prah varilne hlaperazna topila (npr. klorova topila, benzen, toluen), kemikalije (npr. keton

epoksi smole, parafin), zdravila (npr. bleomicin, zacra pet i t a) , patogene

oku(@mpr . citomegal ovirus, par vovi mu.paladdjl 9, He

1



ci nk, kadmij, ¢givo sr ebewadked,hdlil)nMekatergizmedho!| i bd
njih I ahkosprzogill mep®8¢ednadj spremeni jo veden
ti pov (fibroblastov in endotelijskih celic)
delujejo na epigenetske mehanizme, tako da preuredijo histone alhippemetilirajo DNA

(7,9). V k o ¢ fibroblastih bolnikov s Sc sopotrdili hipermetilacijo promotog za genFli-1

in promotorja za geKLF-5. Oba genetska produktkarpanera, ant i
da soé¢pmisge®net stelodvendenogpmg re g i n éibpozee(Pp Medn | e
pomembne epi genet s ktedi mkeRNA ld V¥ telesy wravnavajo \gnétja, mo

kol ilino i munsKki h Sprleintenj anoobbegadgfanbjreozpr o

ant i fi b kroRNA Imapomembrio viogo pri razvoju fibroze pri bdth s SSq13).

Genetsk dejavnik pogojujejo dovzetnost za bolezen sonuj no potr ebni z a
avtoi munosti, ni so pa zad(@sinanstvermkaspp cepd lerv ak i i
gene, ki b i potencialno | ahko pov@d4al i dovze

T g9eni, ki so vkljuleni v imunski odgovor i

T g9eni, ki so vkljuleni v fibrozo,

T geni, ki so vkljuleni v pogkodbo ¢gil in ¢
Pri SSc je razl ohevaniji eni mge nlzaterdo izrole najpse] a b | |
iskali v spremembah HLA genokleleHLA razreda , n at a nA*30énjHRA-A132 A
so uspelipovezdi s povel ano dow(@et Gesthjod jzal §8ne so
dovzetnostjo z&Scp r i r agahinHLnA hr arzar eatbldHLA-DRBIHQ4, alel HLA-

DRB1*11in alel HLA-DRB1*15 (15).

Na razvoj avtoimunostizelo verjetnovplivajo tudi r az | i | ni pol i morfi zr
transkripcijske faktorje, ki regulirajo razmerje meglicamiThl in Th2 (nprgenSTAT 4gen

TBX2)), polimorfizmi genov za usklajevanje delovapyirojene in pridobljene imunosti (npr.

genIRF 5), polimorfizmi genov za esime in njihove receptorje, ki sodelujejo pri produkciji

protiteles (npr.gen CD247, gen BLK, gen BANKY) ter pol i morfi zmi ge
kostimulatornih molekul (npgenTNFSF4 genCD226 (14). Od preiskovanilgenov so viogo

v patogenezbolezni potrdili v primeru polimorfizma gendNFSF4 in genalRF5, slednji

dodat nog geganjeda pojavin napredovapjd j ul ne bol 26) i i nt er s



Za gene, ki so vkl judkngi lv, pmij atvr dnibhr odek a mo
bi stveno prispeval k zaletku razvoja SSc, | e
ulinke na dovzetunasntk ez ankat &rmizb j dbSdEmm(tdh ganj e

1.3 KLASIFIKACIJS KAMERILA I N KLI NI' LNA DI AGNOSTI KA
Najnovepa ACR/EULAR klasifikacijska merila so v veljavi od leta 2013in so nadgradnja

prvotnih postavljenih meril iz 1980 Kk i Sso prenizko obl uoblkji va z
SScinomagne kognec(bri8)N&ea S®Berila vkljulujejo | at
indetelci j o speci fi | ni hnezjenmawpklriorniiltreil e sziravaikead,a r k i
vidnis pr o st iinmpripomomeje loprepoznavi SSc, kot so to npr. kalcifikacije, upognjeni

in skrl| eni opil sitenjpa pradelu tetikn&it) sklerodemalnal edvi | ima kr i z
mot nj e (8).¢/iPr&mj a&sdmaedeag!| avna i n pzakiasiflkacgo mer i |
SSctergt e v i | dhdopdnedejk postavitvjdiagnee Naj vel je gtevilo t .
|l ahko dosege, (%dovwlpza potréitavdSsas |jze teega sl edi , d
prisotnostzacke bel j ene koge na o meatakanpofatabhgedinih skiepoy, Kk i
dovolj, da je SSc zagotovo prisotna P r i p o nhaugproight emermol pri sot en
kidoprinese velje gtevilo tolk k ce3l8f nemu se

Osnovno presejalno testirarga bolezni vezivngatkiva predstavlja zaznavanjgotiteles proti

jedrnim antigenom (ANA) v serumu preiskovange kjer se z metodo indirektne

i munofl uorescence opazuje |jakost signala te

vzorcev in vzorcev ztvedldRl). WMikrdskopsk preged mogo lva f a z
delno opredelitev SScpredvsem panalitika usmeri v izbira e st ov zapeoi foi |i niel
protiteles med katere spadajo protitelesa proti topoizomeraghTA), anticentromerna

protitelesa (ACA)n protitelesa proti RNA polimerazi (22) Na gt et a avtoprot it
standard v diagnosti ki SSc, kar potrjuje t

klasifikacijska merila(23). Vsa nadaljnja diagnostika temelji na zaznavanju protiteles proti

topnim jedrnm antigenom in njihovi primerjavi s standangiieko imunoprecipitacijskih in

dvojno imunodifuzijskintestoy noveg pr i st opi v kaknpendimsko @mjursskét u d |

i munol umi ni (892&24) ne t est e



Preglednical : ACR/EULAR klasifikacijska merila.

Glavna merila Pomogna mer il Gtevi l

Zadebelitev kog(-

proksimalno od 9

metakarpofalangealnih sklepov.

Zadebelitev kog{(Zatel eni prsti 2

(upogt evamo p o m( Sklerodaktilija na prstih, distalno g 4

doprinese vel | e |metakarpofalangealnih sklepov.

Rane in lezije na konicah prstov | Razjede na konicah prstov 2

(upogtevamo p o m(Brazgotine in vdolbine na konice 3

doprinese velje|prstov

Teleangiektazije - 2

Pat ol o ¢ kapilarosédpifan i - 2

Zapleti SSc Pl julne arterij g

(najvelje gtevilPljulna bol ezen ?

Raynaudov fenomen - 3

Specifilna avt o]ATA

(najvelje gtevilACA 3
Protitelesa protiRNA o | i me |

ACA = anticentromerna protitelesa, ATA = protitelesa proti topoizomerazi

1.4 DELITEV SSc NA PODTIPE

Obseg prizadetost i dkugiigrazittk hi nblmangoathkos ganpe
avtoprotitelestef as ov ni p oanje bolezmmapm ed Mo go | aS¥cna agdief i t
podtipe in sicer napresklerodermo, na lokalizirano sklerodermo, na sistemsko obliko

skl eroderme (i menovano SSc), ki se naprej de
SSc brez pr@2sadetosti koge

1.4.1 Preskleroderma

Stanje,kjer s o pgsetni Raynaudov fenomerz at e | e ni prsti na rokah
p at ol kagld&roskopig in pozitivno presejalno testiranje naANA, imenujemo
preskleroderm&26,27) Raynaudov fenomerokt s a mo s t anpkdew 1%% napradujen i

v SSc, skupaj s patol ogko vBScpalolvajetef28)k opi j o i n



1.4.2 Lokalizirana skleroderma

Odebelitev koge in vezivnega tkiva se |l ahko
p os | e dobblenjedelsna lokalno in sistemsk(0). Pri obehoblikah gre za nalaganje

kol agena in podobne histopatol ogke welriemme mb
primerov ni prehoda iz lokalizirane v sistemsko obl{dd). Lokalizirana sklerodermaje

i zrazito kkoohpse@inprizadeerza@nl i | nkeo jpa epled leo gabe ga t ki
To je ge posebeipodtpr aki togpogalipmewalme mgl o dlo

vplivam r azvoj mehki h tkiv, ko€l i n central neg

1.4.3 Sistemska skleroderma

L esklerodermaz aj a me v e | jnotranflherganok, pajeengre za sistemsko obliko

boleznj ki seglede na obseg prizadetostia p r ernaoniejerio in difuznok o ¢ abbko
(10,29)Ome j e na k &§oobsega didtaind dele udov, té@miceprsiov na nogah in

na rokahter obrazme dt em ko s e d i proksaraire dookbnolcev e kotemaz g i r i
stegna, tr e®uB0)Priobehppdtihsaprskod gni Raynaudov fenorm
spremembeohtnih kapilarin pozitivna ANA (11). Prav tako lahko obe obliki sovpadata z

drugmi bol eznimi vezivnega tkiva, med kaot ere g
in artritis (24). Bo |l ni ki z o me|j episuejo koezem kot zelb kahrktrm
dolgotrajnim razvojem s a | s e Raynaudov f enomen poj avi
Nasprotno pa bolniki z difuzno obliko SSc trdijo, da se bolezen pojavi aketraa pojav
Raynaudovega fenomena in sklerodernmj@ | savpadad (29,30) Bistvena razlika med

pod i poma je tudi ta, da do prizadet ospride notr a
veli ko kasneje in v mnogo nHnAogsel nejdgpdgpmzg u kot
proi omej eni kogni oirbd d lkni k§Scgibviisjtov echloj eb,0 | meajc
oblika bolezni zelo visoko smrtno&0,32)

Bol ni ki z omejeno kogno ACH,I medtem ko imagojbolnikpzo g o st
difuzno obliko bolj verjetno prisotnATA in protitelesa proti RNA polimerazi (30). Obe

obl i ki Ssistemske SSc imata enako verjetnost
obsegnejge fibroze pljulnih arteri)] i maj o b
razvao,j pljul ne art erpagegpribanikih z gifeznotolelikogogostee, nasnyp
pojavisklerodermalnd e d v i | (ld.Dkai zaz| i | na mehani zma pat
privedeta do razlilnega izraganja klinilnih
kogno obliko SSc kIl jul no z d16).pVoRreglednicit sov pat c

prikazaneglavnepodobnostiim az| i ke med omejeno in difuzno
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Preglednicall : Glavne podobnosti inrazlike med sistemskima oblikama SSc

Omejena kogna o Di fuzna kogna o

. . ' Skl er oder mpraksisianodo a
Sklerodermaorisotnadistalnona konicah . . _
_ komolcev in kolen,udi na stegna, trebuh i
prstov na nogah in na rok&er na obrazu _ _
prsni kog.

Raynaudov fenomen, pat ol o@gris@na’ssNp.r e me

Sovpadanje z drugimi boleznimi vezivnega tkiva (SLE, miopatijatiajtr

Dolgotrajen razvoj. Akuten pojav.

Prizadetost notranjibrganov se pojavi v | Prizadetost notranjih organov se pojavi

kasnejgi h fazah SS zgodnji h fazah SSc¢

Splogno boljga Spl ogno sl abga
ACA. ATA, protitelesa protRNA polimeraz
RazvojPBI.

Pogostejgi .zapl Pogostej UK. zapl

ANA = protitelesa proti jedrnim antigenoMCA = anticentromerna protitelesa, ATA = protitelesa proti
topoizomerazi, SLE = sistemski lupus eritematoz&sB | = pljulna BAH=pkponl|l nhatarserc

hipertenzija, SK= skl eroder malna | edvilna kriza.

144 SSc brez prizadetosti koge

Za to obliko SSc trpi zelo magn odstotek celotne populacije bolnikov s 3$er nepride do
obrazni h i n kognleto pszadetestneotrdanjih orgaad?8). h @ p mia v

t i p sKleradaektilije, so prisotnidrugma n j lod ¢ nn in(kalciiladije, teleangiektazije

in vdolbinice n&onicahprsibv) (31), Raynaudov fenomen jmozitivnaANA (33).Pol eg ko ge
so prizadeta ge pljul a, srce, prebavila od
Najpogosteje pri SScbr ez  pr i z asaddsfunkcietpio g k @ @lédjo zapletip | | u |

(32).



1.5 SScIN AVTOPROTITELESA

Kot pri ostalih boleznih vezivnega tkiva, se tudi pri SSc avtoprotitelesa uporabljajo za
opredelitev prizadesti organov, spremljanje bolezni in prognd3d). Difuzno in omejeno

kogno obliko bolezni z el ocenédmtbs eog ar apEr iod a dneot eg
pridrudgenini hzrkd i ni |l nih znakov, ampalk3)gel e,
Tegavna je diagnostika v zgodnjih fazah razv
potrebna smiselna in zanesljiva diagevosti ka
(30,34)kisopri sotni ¢ge pred (MWastopom klinilne sli/|

Nepravilno delovanje iIimunskega sistemi izzo
lastnimantigenomki sozaznavnay e p r ilabgpatonijsikem testiranjpri > 95 % bolnikov
s SSc in se razdelijo r{49,22,30,3437):

T avtoprotitel esa, ki (A3A ACAg praditelesgprati IRNA | na 2z
polimerazi i n prot i tpelimerazia),pr ot i RNA

i avtoprotitelesa, kfos i cer man]j specifilna, ampak se
(protitel esa pr pditelesdRprbfiibopukléopratetnskaodenotiu3,,
protitelesa proti kompleksom zribonukleoproteazo P, protitelesa proti
ribonukleoproteinskpodenotiU11/U12),

T avtoprotitel esa, K i s e p 0] a(protitelesa protii SSc
ribonukleoproteinskpodenotiUl, protitelesa proti antigenofM/Scl, Ku, RuvBL1/2,
R060, Ro2, NOR90),

1 avtoprotitelesa, ki najverjetneje sodelujejo pri patogenezi (B&ditelesa usmerjena
proti receptorju za trombocitni rastni dejavnik, protitelesa usmerjena proti antigenom
fibroblastoy protitelesa usmerjena praintigenom na endotelijskih lazah, protitelesa
usmerjengroti receptorju za angiotenzintipa 2, protitelesasmerjengroti receptorju
za endotelirl tipa A).

Vi soko specifil na .ZaznaB&jth pr(20 $0 % bobbikov s difuzid T A
kogno obl i k osevx§odnjih fazahibolekn@ofavgjarazjede na prstih kasneje se
pogosto razvi j[(3B5pATA|l omar d elrjowjaej o kl oni | no
obliko SSc, zato ima njihova prisotnost negativho napovedno vrednost in je povezana z visoko
smrtnostjo22).Za omej eno k eagred oo kslpiekcpACS, Ssmeasjend Bofi %

proteinrom centromer(30,34) Pozitivna ACA so povezana z



hipertenzieinda o | et traj aj ol i m ,Redkeja prideddo prizagetostie n o me
srcainledviq22,35) ATA in ACA se mg¥)sebojno izkljul uj

Pri di fuzni kogni obl i ki SSc so | ahrkRNApri sot
polimerazi , sk skorayednopojavijos o | a(Z2/3Q@) Slednjasoskoraj10® speci fi | n
zaSSq34)z vi sokim tveganjem za razvoj skleroderr
zapletimdo verjetni(35). Ma n j znalilna za SSc so pootite

pogostejga pri SSc(28. pridrugenimi bol ezni mi

Pri sovpadanju omejene kogne oblike SSc in

protitelesa proti sestmam kompleksaPM/Scl v jedrih celic(36). Pojavijo se pri 2 5 %

bolni kov s SSc, predvsem pr.i ml aj ¢ jikho gmns eri a h

i zpuglnajpir i z aldreskeletmim ssteqnon(35,36) Pri pozitivnih ati-PM/Scl

protiteles h se pogosto razvije pl | kdraopedefuebabroz a, v
prognozo po drugi strani pa je pri teh bolnikin visokov eganj e za razvoj dol
in sicer raka doj k, pljul negamor|lakoapgiang iheaentajt ®
bolnikov (36,38)

Protitelesa imajo pomembno viogo vsagmem od korakov nastanka in razvoja patogeneze
SSc. Lahko da pov zlahid izzpvejo aftivdcijo dibrolplastgvk mjiltbwoo
spremembo fenotipa v miofi br oddlipastdeluejon pove
vnetnem procesu in nastantagktivnih kisikovih zvrsti(22).



1.6 PATOGENEZA SSc
Tolen potelSScpaetpgenkzat ge neznan, zagotovo
dejavnikov, vplivata namv 0 | ge porugeno ravnovesje 1 muns

(10.SSc oznalujejo trij|3 glavni patol ogki proc

1 fibroproliferativna vaskulopatija drobnih arterij in arteriol,
T izrazite mothmmer alehe| menumast i ob sol| asne
produkciji avtoprotiteles,

T huda in pogostokrat napredujola kogna fib

Prvotno peodgt&ligkil celic naj ver j et nejjavnikp ia wkoljaoali i | o d

avtoimurskknapal na antigene i zpost a(@389) Hedijodruktarneend ot e
in funkcional ne ,&iprivesiegjoeddokatneggvietjanhgpoksije ia ishemije
karj e pri kapil aroskopiji kvaipdinloarhkoaitn pkdltddndda gk

i zr ag eRaymaudowfenome(B89,40) Ob | asanzaokvonst ri kci ja in rep
oksidat i v maodatreyt a gksqgd Lkjie gentlet ebpyslhge &ehpgaeac
(40,41) S| asoma seazmmadhpeyadtir vse plasti gilne s
el astil nost ,, trombogemmjpe rteevratiplo stagedd ih mekrozé4?2).
Fibroproliferativne spremembeso ali vzrok ali posledica okvajenih mehanizmov
vaskulogeneze in angiogene¢g9). S o |ljeap® mavadi prisotn@ eneravnoves med
angiogenimiin antiangiogenimi dejavnikk a r pomeni , da je izragan
povel ano (npr. povel ano izragavnjpa enrdiog &dad n
zni gano i zraganjia prostagkiing)o(39¢t8) aNe wlkis o kiopravild
pogkodovan egane dipoksiprodijoivik € o nvnétje disfunkcijo endotelijater

znat visoke vrednostigi | nega endotelijskWwEGH (3944)st neg a
Vaskulopatija jetorejk | j ul ni pat ol o g ktelesuideg kotdedelingigktnzg S Sc ,
(39).

Pogkodovane endot enlai jsswkej ic eddwreg iimdhezgimay eol a n e
molekul (npr. ICAM-1, E-selektin, Pselektin, von Willebrandov faktagr) s p o welraj o
vezavovnetrih celic prirojene imunostiaktivirajo trombocite ter pridobljen imunski ouzi
(39,41,42)V z al et n i Infiltrfrago preedvser8 &lice T, celice Th2in celice Thl7

kasneje pa tudmastocitiin makrofagi(9). Vnetne celicep 0 s p epgebapjo endotelifer

spr o @ptome¢tnei n pr o f ¢itdkineg med| katere spadajaterferon 2 in drugi

interferonj interlevkini (IL-1, IL-2,IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13,1L-14, IL-17, IL-27), tumor



nekr ot i zi t&gmokiniin rasmikdejavmiki (VCAML, PDGF VEGF, CTGF) ter
transf or mi r afp(6@Fb), krjeensatj npio nfeankbtnoerj ¢ i (136,404t or f i

|l zraganje adhezij s ki hjetekonh razkoja SScispremenjiypompreko d e | a
aktivacije fibroblastov korelira s tkivno fibroZ®). Pri bolnikih s SSc so zaznavne predvsem

visoke vrednosti Ik4, IL-6 in IL-1 3, K i j i h izl adlieih? kizhkrail e ak't
sti mul i r aj(16). Ngpeaviloaeaktivacija cel® B privede @wtoimurskegaodzivain

nastanka \aoprotiteles proti antigenom naendotelijskh celicah, ki s pr ogi j o apop
endotelijskih celicmikroangiopatip ter z njo povezamk | i nzapletSSc(39,40)

Glavne celice vezivnegtkiva so fibroblasti, ki skrbijo za homeostazo nastajanja in razgradnje
komponent zunaj cel iohranjajgstiuktume integritets wezivhega tkiva a k o
(42,45) Pri bolnikih s SScseot r avnovesje porugi in po dol gc¢
fibroze, za katerega |zeurmzanjacdllinlordapkolagkaatnrjiek ski
tipa s e k o pradtnid¢javnikigecgokini, kemokin, imunke celicetert ak o nadomeg]|
normalno funkcionalno parenhimsko tkizaunaje | i | ni m @@®46)r i Ks om

K1 j ud akti@acijao k o I|h fibgoklasov, ki pod vplivom topnih dejavnikoiz infiltriranih

celic (npr. TGFb, endotelinl, PDGF in CTGF)spremenijo svoj fenotip in postanejo
miofibroblasti(4245). Aktivirani miofibroblasti pridobijo nekatere nove lastnosti, kot so npr.

gi bljivost, izraganj e Uapmptuacihkomgenddd). Nommemigaa ak t i
mi of i brobl asti papadpj@rpcessapoptizeuv prmery 8Spal de ehranijo

in kopilijo. Poleg fibroblastov se | ahko v
spremenijo tudi celice drugih izvoro¥ veliki meri so tocelice, k i sestavljajo ¢
(periciti, endotelijske celice, kwaeddodai go
prispevgo k nalaganju kolagena in napredovanju fibr¢4g).

Kronilno sproglanje pr of i bvnetihcelicriniahp ogittod k il ma
endotelijskih celimajbiv.zal et ni h p 0 a z aepifebetske spreamembe v samih

fibroblastih,ki privedejo do njihove endogene aktivacije in spremembe feaotip kasnej gi h
fazah bol ezni in razvoju SSc se aktivacija v
anti fi@®mn otdioldraee no pa se por ukymetdloproteinazanai,\kin ov e s
razgrajujejo zunajcel i]| n(40) 8likatlrshekasko piikazujen j i h o

patogenez@ri SScz vidika endotelija.
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Dejavniki iz okolja
Oksidativni stres
Avtoimuni napad

Aktivacija endotelija Endotelijska pogk:

h V4 A ' 4

4 )

Strukturne in funkcionalne spreme})e

endotelijske stene Lokalno vnetje

Nastanek avtoprotiteles

\- J

Infiltracija celic Th2 in Th17,
mastocitov in makrofagov

Motnje koagulacije in fibrinolizej
4 )
Prizadeta angiogeneza in
vaskulogeneza

Porugeno ravnolvesj e
vazokonstriktorji in vazodilatatorji

-

\_ J/
A ' 4 \
. . ) o Fibroproliferativha vaskulopatij
Tkivna hipoksija [¥ Mikroangiopatija
J
Pl julna arterijpka hi
= Skl eroder mal na edvi |
Kardiomaiopatija
Tkivna fibroza Razjede na konicah prstov
Gilne ektazil|j e
Atrofije v gastrointestinalnem traktu

Slika 1: Shematski prikaz patogeneze pri SSe vidika endotelija (prirejeno po (9)).
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1.7 SSc INOKSIDATIVNI STRES

Reaktivne kisi kove iimaduwgivk dwd eswr toime(mMd@NS )f
signalne molekule, saj prekeakcij redukcig in oksidacies pr emi nj aj o str ukt u
molekul in s temnjihove funkcije v telesuFi zi ol ogke koncaahajovacije
odvisnosti od celilne aktivnosti, kol iline ¢
celice, data stres obvlady@8). Koor gani zem ni homeosgaeermedoksidanti j at i
in antioksidanti, se ravnovesje prevesi na stran oksidaktovizzove oksidativni strg@9).

RONS, K i pr es e (e jeocantiaksitain® kapacitete vplivad m@ae ngé evi | n
celilne mehanizme in makromol ekule preko ok
oksidacije jedrnih in citosolnih proteimpogljikovih hidratov ter nukleinskih kislin, ali pa z

njimi tvorijo kovalentne adukte, kar privede do struktirsprememb alcelo apoptoze celic

(50,51)

Vedno vel j e @ tpavdzavio ,meddksidatiynim tstrepr jn eepdotelijsko
pogkodbo, minmunalkegrao wsda ssjteema i n pov édratemeliusi nt ez
predpostavkoga oksidativni stres sodeluje tudi pri patogenezi &2¢53) Sicer je ovlogi

oksidativnega stresa razvoju s SSc povezane vaskulopatije znano zelo malo, zagotovo pa

vel j a, da presegek reaktivnih kisikovih zvr
obrambi, pr i endalekjskaj o Istpne(49l5Db) d b
Povelan nastanek RONS in oksidativnivitiezbr uh

posameznikakoljskim dejavnikom, kip o § k o cendptadijske celice ter vodijo v njihovo

povel ano akt inishemigp(54) Prargperfuijimastanejo novi prosti radikali, ki

vodijo v nadaljnp nepravilno delovanjeendoteligkih celic (55,56) hkrati pa ustvarijo
provnetno in pspbvblranhi Mmno zbhkbhppem@itokin
Zunajcelilne in znotrajcelilne koliline RONS
pogkodbo i n akthlmatsit jpa bwdleizwmaj o na i zragan|j
i n na r azvlke SSd5 b/H3) Slikae2sherbatsko prikage viogo ROS v razvoju

vaskulopatije in fibroze pri SSc.

Med reaktivne zvrsti spadajo superoksidmi on, vodi kov peroksid, hi
oksid, peroksinitrit in hipoklorna kisling7).Dugi kov oksi d kot vazodil a
in relaksacijo gl a4k o RO |znmahn jcgealjioc sv ngielzjou
preko pogkodbe sintaze dugi kovzaglaaorkes i giae k ikr
dotoka krvi i n do g¢ge velicjeralotepjanadhazijecmonoeitovR O S,
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(49,52,59)Du gi kov oekgsaitd vinted vymimenu ket visokih koncentracij, saj
po reperfuziji reagira z nastalim superoksid@m onom do peroksinitrita

RONSterpovel|l uje ok@B3. dativni stres

——

Vnetne celice ]

Mloﬂbroblastl

Endotelijska
disfunkcija

Gl adke r
Povel ana

Fibroblasti celice Endoteluske cellce]
% Apoptoza]
in nalaganje kolagenc
iliczay —— wiaziczaiiy

in sestavin ECM [
Slika 2: Shemati prikaz vloge v razvoju vaskulopatije in fibroze pri SSc(prirejeno po (55)).

P o g k o d endotelijskecelice kot t ar | e i mu n swpmdpadijo Sni aktiviejm a
predvsemlimfocite T (58,59) Protitelesaki nastanejo kot posledica avtoimunskega odziva
organizmana izpostavljene antigene endotelijskih cellnajo pomembno viogo pnjihovi
pogkodbi in razvoju vaskulopatije, s aj i zzo0\
i z | o |odatnih enetrih citokinowastnih faktorjeun ROS(49,58)

Topni dejavniki in nastala avtoprotitelesa aktivirajo endotelijske celice in fibroblaste, ki
povratno vplivajo nazaj na vnetne celice in tvorbo ROS, dideni procex i k lvizldnroj u j e
(Slika3) (10). ROSINTGRFb vzaj emno vplivata edenswa dr ug:
ulinke in va@b8ujeta fibroz

Vnetne celice(limfociti T, nevtrofilci, monocit), fibroblasti in endotelijske celice z | ol aj o

veli ke koliline ROS, K i vplivajo na,lkkpremem
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pomeni , da presegek ROS prilspevea ak madlra gamaj
fibrozi (57,58) Fibroblasti, monociti, limfociti T in eritrocitizolirani iz bolnikov s SSc

vsebujejo priex vivo meritvah visoke vrednosti ROS, predvsem superoksidnega aniona,
vodi kovega peroksi da i nizdkdayimkeicamigantrod37)si da v
Dodatne preobrazbe fibroblastov v miofibrobl
njihovimi inhibitorji, lahko izzovejo tudprotitelesa proti antigenom na endotelijskih celicah
B5).Kogni |l aisbiobol ni kov s SSc imajo bol]j pogko

koliline ROS kot fibroblast:i zdravi h posamez
navidezno zdravi fibrobl asti proi bol ni ki h
limfocito v b i to Iahko pomenil o, da i1 ma povigan

organizma n to ¢ge v zaletnihbl®zah razvoj kogne f

Endotelijska

disfunkcija
Nastanek
ROS
Profi blr.ot.i | Rrovnetno
stanje stanje

Slika3: Shemat s ki p maddel@omegarplivia tanjl pm £Sg (prirejeno po (49)).

Ko prost.i radi kali v citosolu presegejo kapa
RONS tudi v mitohondriju in v jedru. RRS v jedru privedejo do mutacij, prekinitve ene ali
obehverigdva er i gne DNA ter dod9%gpet)lPomkkdberesntbiel ne!
dokazujejop o v e | a n e ‘'-tkdmksi2'tdeoksmgvartdzina v urinu bolnikov s SSc, ki je

kazatelj endogeneoksidativnep o g keo dIbN A . Z v i 0gzanng | aesw tpavezal z
obsegno kogno fibrozo in pljulno boleznijo
pogkodba DNA pfibrogegfs6)va k razvoju

Dovzetnost za oksidativne pogkodbe je povel
antioksidativno obrambd@56). V serumu bolnikov s SSc so p

oksidativnega stresa, me d di&ldehide horaocistginanddaugi,o0 d u g
14



medtem ko so encimski antioksidafmpr. superoksid dismutaza, katalpZat tudi neencimski
antioksidantin pr . vi t ami nt oCk o fvkarotediniselenijg n i §6a,52)

Gtevilne gt udistapi banikik a 33cg ®\ ®l, andaa genomaeka ne:
povel ano gt evi,l kar jep wdnk kotpbo vEB NA n O gtevilno K r
nepravilnosti v Iimfocitih, i zguba Kkr omosomo

brez centromerg?2).

Mnoge gtudije so potrdile prisotnost vspont a
cirkulirajol i h pti onefera énidifuzrh oblkh &ScnNajbad vso o | nie t
nepravil nosti pri omej eni kogni o dgtomrio i I n
fragmentov kromosomqvveliko prelomov DNAi n neul i nkovito nehomo
koncevPogkodbe DNA so enake pri bol ni kenmjo ki S (
nobenega zdravila, kar nakazuj ePrnSScso@pzoevr at n
tudi s kr aj gsomranotakollabko®mr @k Zxa povel ano genomsk
bolnikih s SS¢62,63)

l zbruh ROS | ahko oksidira nekater eorgangehr ne en

prepozna kot tuji antigen in proizvede ustrezna protitelesa, v tem primeru avtoprotitelesa. To

so dokazal.i hizetiraishgikpdk | kriowmom Kiisl ino in tako
Mi gke s@&TArazdviflueno obl ipkg u3$ $10(64) Dodatrio sakkd n o

reaktivne dugi kove zvrsti inaktivirajo ge dr
DNA ligazo (61). Enako | ahko odlomljeni fragment:i DN

ustreznih avtoprotitelg$2).

Strukturne spremembe DNA, prel omi ene verig
sprogijo popr aDNA, kg @ SHcephaa tako oknarjeni oziroma man;j

ul i nk&8%d)t iPovel ane pogkodbe DNA so zato posl
zmanjgane zmognosti <cel vig68), da pogkodovano D

15



1.8 METODE DOL OIPAONGKD DBA

Za dol olanje in ocenjevanje obsegamapogkadl i D
prednosti in slabostiNjihova uporaba se utemeljuje predvsem s tem, katere podatke o
pogkodbgh!| DMA pridobith.j i mi

Med molekularne metode spadajevwi gna reakciijna ng epel semagd azo
uporabljgo predvsem zaazmavanjeeksogenip o gk odb DNA i n merjenje ki
DNA na podlagi merjenja integritete DNRotrebna jenajhrak o | avkorca vendametoda

zahteva posebno ekstrakgijo pr av tako se velikokrat zgodi,
Veri gnasrpakicmerazo omogol a meg k@Ndjzzkargee ns k o
potrebno uporabit:i ustrezne oligonukl eoti dne
bol ni ki h s SSc nit onhokgteilgeni sodelajgjo pm leolez\(68)nZa

do!l olpamgjke d bseuporbbljgo tudit ek ol i nska Kkr ematl biggr abdb s a
masno spektrometrijo, plinska kromatogi@fijmasno spektrometrijo in razne elektrokemijske

met ode, K i so sicer zelo oblutljive in tolne
(66). Vuporabia dol ol anj e opougdki o drba zInNeAmésbde @ mpremsrc e n| n e
metoda Tunel in metoda Halkiu por abl jata fluorescen|l no ozna
ni voj u ene <celice, v e n d ®dmuge isaflaotesce ha mesjtte n o 0 b
hibridizacijg meodasf | uor eszreal @i m pr otieni npone tAon enkas icni tM
kiso znalzmd gneo sptoi Zzaznavanja apopftloutao rinemsi che ni|n
oznahuevza razli ko od radioimunometrilnih met
Med kemiluminigentne metode spadaj@ncimska imunoadsorpcijska preiskavia
imunohistokemijske metogé&c at er i h uporaba je menawz krme§nren
reaktivnosti(66,67)

Zel o pogosta metoda za ocenjevanje obsega
ioni zirajolim sevalnrnidgavnigomi z dowgimmon d¢vowveokgme
DNA in se metoda zato pogostokrat uporabl ja
dvoverigni pogkodbi DNA vedno sl togfarilaciisko sf or i |
status histonowsovpadas ¢ d¢me prélomovd v o v e DNIAg Rosforilirane histone po

dodat ku fluorescen| no oznalenih protiteles z
pret ol ni m,kcviednotimsako ceticter rezultate predstavi v obliki grafdetodaje

zel o o pehostavhajzaizvedbon o mogol a t udi opazovanje po

vendar pa ne omogol|la zazn@pynj a endogeni h po
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Ge ena kisetéoodapogosto uporabl ja irwroidioVivm| anj e
povzrolene z endogeni mi in eksogeni mi dej a:
kancerogeni, alkilatorji DNA, oksidativni stres itdg metoda Comg66,7Q 72).

MetodaComet ali gelska elektroforeza posamezne cé¢tog. single cell gel electrophoresis)

j e metoda za zaznavanje pogkodb DNA in ocenc
Princip metode vkljuluje vgraditev Sedelitzai c v t
celic z detergenti in visoko koncentracijo soli, ki razgiadis e cel i | ne komponen
elektroforeza kjer nastali fragmentpotujejo proti pozitimo nabiti anoditer tvorijo obliko
ezvezdneg.alPo élektm®reza gleth nevtralizacija kjer sen e p o g k oRNAvV a n a
renaturira,jn barvanje nastalih kometavizbranimbarvilom (73,74) V primerjavi zdrugimi
nagteti mi metodami, ki se ge | ahko wupeor abl j a
0 b | utdenovne egpdnazahtevaminimal no kol i | i no limrmamestat or i j
radi oaktivnega oznal evanj a o md79,62,74) Ocemao r ab o
pogkodb DNA temelji na nivwoeé¢lui pbos@gmewelteo cpd d:

robustos t a t oasaliz (715/76)

Met odo Comet sta | eta 19¥thngin dohandon, ki stajcelieedvs k a z
agaroznem gelu lizirala in nato izvedla elektroforezo pri pH {B% Leta 1988 je
raziskovalec Singh s sodel aveci objavil | I ane
elektroforezo izvedel v bolj alkalnepH, pri pH > 13. Singh je emil, da elektroforezpri tako
visoko alkalnempH polegprelomovd v o v e DNA{amg. e d-stnarid DNA breakg )
zazna tudiprelomee n o v e DNA{amd. e s-dtrand break DNAG )in alkalno labilna
mestaland. € aldbltesie s,&ki)pravtakoo z n a | pug gekj ood o v &8).o DNA

Katere vrste prelomow z i r 0 ma DNAzgznavamo, je odvisno od pH elektroforeznega

pufra. Kasneje so ugotovili, darpdovolj ostrih pogojih,npr. pri pH > 13 metodapoleg

prel omov dvoomagalne ZDadAreons ejn e v e DNAgalkalno

labilnih mest DNA-DNA in DNA-proteinkihp r e mijtegyre nn e tih papravid iarezanih
baz(70,71,79) Prelomi @ o v eerDNA)mastanejo tekom popravlpra pogkodb DNA
obmoljih alkalno I abilnih mest, K i pri mo | n

prekinitve DNA, ki jih zaznamdd). kot potuj ol e

17



2 NAMEN DELA

Tolen vzrok nastanka aw$cpe mg e seknendokezanoget s ke L
da se bolezen razvije pod okoljskimi vpliuwvi
napredovanje bolezni. PBScst a v | i teraturi opi sani povel
p ov edbsegp 0 g k o d Jprabtdkd so pri takokvarjenih celicah oslabljeni popravljalni
mehanizmi DNA(62). N a gamenje preveriti ali lahko z metodo @netzaznam@p o gk od b e

d v o v e DNAgHkmatibomoopazoval.i razli ko med nastalo

p 0 g k pwbdikovim peroksidomnu | i nkovi t ost pop mDEHAihyit@VY ni h me
krvi bolnikov sSSc v primerjavi z zdravimi kontrolami. Zara@nostavnosti izvedbe, velike
oblutljivosti terbomooghoalii @met omat Comeit e ki
obsega NAqkitwod b

HIPOTEZE:

1. Predvidevamp da bo obseg p @ \g & v & MNA) rv eperifernin  krvnih
mononuklearnih celahvzorcevbolnikovsS Sc ied| pt arostno uj emaj
zdravih kontrol

2. Pri | akpgwerdoanj e kol il i ndkv oevnedddifgensardstjo,p o g k o «
povel anjmastdilekisbigeai dvopogdNdgbé abgo ulinkov
popravljainh mehaniznovDNAp r i s.t ar ej gi h

3. Predvidevampda bodo med bolniki s SScrazlike o b s e g ud vpoovgeldNiAlgbn e
kar bi se ujemala drugimi dejavniki Qpr.prisotnosts p e c i f iptotitele) avt o

4. Pr i | a kskigdmostroed £mikvantitativnim in kvantitativnim merjenjerabsega

pogklNAbdol ol eni h z metodo Comet .
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CILJI :

Semikvantitativno( r o |imkwgntitativho (avtomatskos programom OpenComet)
ovrednotenje eadvdoygebNAdn Blokihk S8chin pri zdravih

kontrolah, ovrednotenje&kometov p 0 i zzvani 0 k sz dodiktovinv n i po
peroksidompri preiskovancih n pr ever janje ulinkovitostdi
DNA pri preiskovancih.

Preveritivariabilnost meritev prekovanca iz kontrolne skupinpe o |imnapseueriti
znotratanalizno ponovljivost testa

St ati st i | rmramikvanttatiad ia vkeantitativno pridobljenih podatkov,

skupinsko in na nivoju posameznika

Povezava kol il i ndev oevnedroi gyahasnaBtNodestgris id dpola

pri zdravih kontrolah in v odvisnosti od
s SSc.

Primerjava skl adnost. rolnega in avtomat s
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI
3.1.1 Reagenti in raztopine
1 agaroza Typell-A, visoka elektroendoosmoza, SigiAldrich, ZDA
| agaroza, Certifiedfl Low-Melt Agarose, nizka elektroendoosmoza,Riad
Laboratories, Gpanij a
destilirana vodadH O), pripravljena v Laboratoriju za imunologijo revmatizma
dimetilsulfoksid(DMSO) (CHSOCH), Carlo Erba Reagenti, Antibioticos S.p.A,
Italija
1 EDTA (stock), 200 mM, pH = 10,0, pripravljen iz
o EDTA
o dHO
1 elektroforezni pufer, pripravljen iz:
o 37,5mI10 M NaOH (stock)
0 6,25 mi200 mM EDTA (stock)
o 1206 midH O

{ epruvete za vakuumski odvzem krvi, antikoagulant litijev heparinat, BD Vacuainer

ZDA

etanol 96 (CH CH OH), Dent eck, Ni zozemska

etanol, absolutni(CHCH OH) , naj manj 99,5 % p.a., Al
Makedonija

1 etilendiamintetraocetna kislina dinatkigesol dihidrat (EDTA x 2HD), molekulska
tega = 372, 2 AMlkapid ADbSkagpje, Makedorkja
fiksativ Mounting Medium, Immuno Concepts. ZDA
|l izirna raztopina (konlna), sestavljena i
0 89 mllizirne raztopine (stock)
o 10 mIDMSO
o 1 mlTriton X-100
1 lizirna raztopina (stock), pH = 10,0, sestavljena iz
o 2,5M NaCl
o 100 mM EDTA
0 10 mM Tris
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o dH O

o NaOH, trdi peleti za uravnavanije pH
NaOH (stock), 10 M, pripravljen iz

0 NaOH v zrncih

o dH O

natrijev hidroksid (NaOH), trdi pel et i, K
natrijevhi dr oksi d (NaOH), v zrnci h, Kemi k a, Hr
natrijev hidroksid (NaOH), v zrncih, Mol a

natrijev klorid (NaCl), Merck KGaA, Danska
nevtralizacijski puferD,32 M,pH = 7,5, sestavljen iz
o Tris
o dH O
0 5 M HCI (za uravnavanje pH
pufranaf i zi ol ogka raztopina (PBS), pH = 7, 4,
imunologijo revmatizma
SYBRE Green nucleic acid gel stain (10.000X concentrate in DMSO), Invitrogen,
ZDA
Tris(hidrosimetillaminometan HNC( CH OH) ), naplehashkg 99, 5 ¢
t e gi21,14g/molKemi ka, Hrvagka
Triton X-100, Sigm&, Z DA
vodikov klorid (HCI), 5M, pripravljen v Laboratoriju za imunologijo revmatizma
vodikov peroksid (H O 3 %,,Lekarna UKC Ljubljana

Oprema in potrogni materi al

analitska tehtnica XPR803 S, Mettl er Tol edo, Gvica

bul ke (stekl eB,e,Ne&m|Oi jnd ), Dur an

celulozna vata Tosama, Slovenija

centrifugirke (plastilne, sterilne, 50 ml
|l age (stekl erme, NemDi mh), Dur an

|l age (stmk2D0OmiEs Mma@Q Legka republi ka

el ektrof or e ZalEGTKBioRad Lkbarat@iespKitajska

epruvete (steklene, 15 ml), Simport, Kanada

fluorescen| ni mi kroskop Eclipse E400, Ni k
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hladilnik, temperatura od 28 AC, LTH, Slovenija,

hladna soba v Laboratoriju za imunologigvmatizmatemperatura od 2 8 AC
inkubacijska kadi |l ka iz Laboratorija za i
kamera DSil, Nikon, Japonska

komora-’50, Laboratorijska oprema Kambil, Sl o
krovhastek |l ca (24 x 60 mm) , Brand, Nem| i j a

magnetni megal ni k MR 2002, Hei dol ph, Ne m]|

magnetno megal o iz Laboratorija za i munol
merilni wval|j (plastilni, 500 ml), Nem| i j a
merilni valj (stekl eni, 100 ml), Si max, L
merilni valj (steklen 50 ml), Bran€E Si | ber brand, Nemlij a

mi krocentrifugirke (plastilne, sterilne,

mi kroval ovna ZBA ica Whirl pool ,

objektna stekelca (26 x 76 mm), Brand, N e
objektna stekelca (26 x 76 mm), Deltalab
Pasteurjeg pipete (3 ml), Golias Labortehnika, Slovenija

pH meter SevenEasy, Mettl€oledo, ZDA

pipete Research Plus (0l , O1 0 @2 0 0)00Bppendorf, Nemlij a
pipetni nastavki (sterilni, 101 , O1 0 0Al0)0Bppendor f, Nemlij a
rokavice za enkratnoperabo Meec o mf ort , Hr vagka

sugilec Clairol Turbo, Kitajska

gtoparica TR118, Oregon Scientific, Kita]j
usmernik za elektroforezo PowerBa®asic, BicRad Laboratories, Singapur

viale, steklene, iz Laboratorija za imunologijo revmatizma

vi bracij ski megal ni k Vortex Genie 2, Scie
vodna kopel Water Bath TW8, Jul abo, Neml| i

zamrzovalna skrinja, temperatura-@2 AC, LTH, Slovenija
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3.2 METODA
Met oda Comet zaj ema @b ejpkinihrstekeld&s agarazkile gelovpimr e d p r
raznih raztopin, priprav preparatov in tretiraejcelic, lizo in elektroforep ter barvang in

pregledovaje preparatov.

3.2.1 Prvidel analize

Objektna stekelcamo najprep | i @ 961%lali absolutnem etanolu injihpoe m pomo | i | i
pripravljeno1,0 %raztopino agarozeé nor mal n o (ang. Indtnwal neléng pant a
agarose)S st anil evino smo pr eobjekthihstekepr hsal iogs p o
ravno podlaga er j i h p omawsapmni temperatarStekelca ¥mo pripravili vnaprej,

saj se agaroza kar nekaj | asa sugi

V roku dveh uipo odwzemuvenske krvi, odvzete gpruvetos heparinomsmo alpipetrali 36

Ol dobro premdigmnga ad v d@divratopkBadgOa rlze z ni zko
t al (LMA, and. low melting point agaro3eLMA smo shranjevali v hladilniku, zagmo

jo predhodno raztopili irdo uporabenkubirali na 42 A CSuspenzijosmo s pipeto dobro
premegal.i i n na \weradnhalnomdnp e k b n 0 nHaptjedgadEe @ o
nor mal no todpip&tiamlilt0a IpiifgljenesuspenzijeEnako smo naredili za vsa
objektna stekelcater vsako pokrili s krovnim steklcem, da se je agaroza enakomerno
porazdelilaZa 10 mimt smo jihpostvili v hladilnik na 2i 8 A Cda se je agaroza strdilgo
fiksaciji smo krovna stekelgarevidnoodstraniliin na2 stekelci(delo v dvojniku)odpipetirali

1 0 0 0,534 raztopire LMA , ponovnoobestekelcipokrili s krovnim stekelcenn ju fiksirali

v hladilniku na 2i 8 A CPo 10 minutni fiksaciji smérovni stekelci previdno odstranili ter
objektni stekelcd a | i v skkardlid & ol i z i Medteon smanmstatap! istekelca
nanesli6 5 2®mM vodikovega peroksidasakopokrili s krovnim stekelem in inkubirali v
komorina 37 C. S temsmo posnemali okolje v organizmuigezvalip o § k ®HA Bo30
minutni inkubaciji smo krovna stekelcadstraniliin vsa 4 stekelca sprali z nekaj kapljicami
pufranef i z i ol o § kNa 2abjeknitstekelcsme nanesli 108 0,5 % raztopire LMA,
obe pokrili s krovnim stekelcemponovnofiksirali v hladilniku 10 minut, odstranili krovni
stekelciin ju prenesliv k o n |lizireo raztopiro. Drugi 2 objektni stekelcismo pokrili s
krovnim stekelcemju inkubirali v toplotni komori45 minna 37 C in s tem prevemli
popravljalnemehanizmeDNA. Po inkubacijiv toplotni komori smo nanesliplast 0,5 %
raztopire LMA, fiksirali v hladilniku 10 minutin preresiv. k a dk d K larro raztopino.

Liza celic jetrajalal e z , zraoalizosmonadaljevali naslednji dan
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3.2.2 Drugi del analize

Naslednjidan smo objektna stekelgarevidno vzeliiz k o n |lizirree raztopinejin z | o gi | i %
el ekt r of &oiejih B0ominkt ankubirhli v ohlajenem elektroforezngmfru. Sledila

je elektroforeza ki je trajala30 minut prikonstantninapetosti 25M n e | e kokur300] ne m
mA. Po dektmofbreznsimo stekelavakratspraliz nekaj kaglcaminevtralizacijskega
pufra v razmaku 1 0 destliranovodoPreparaténm pabarvalp58d g e z
barviaSYBR Green, ki s mazdegtdirano eodal razinerjul:10.000 Dodalismog e

kapljico fiksativa Mounting Medium da smo se izadli bledenjubarvila

Na koncusmo vsepreparatgokrili s krovnimistekelci in jih vsaj za 3 ure fiksirali v hladilniku
na 2i 8 AC, s aj krovna stekelca drugale drsijo i
pripravljene preparatg@regledovali semikvantitativnoocenjevali in slikali za analizo s

programom OpenComegaslednji danSlika4 prikazuje sheno analizez glavnimi koraki.

[ Suspenzija celic (agaroza + polna kn)
Inkubacija v
elektroforeznem

= pufiu, 30 min Spiranje z
- / ?| nevtralizacijskim
L pufrom in dH-0
Elektroforeza v alkalnem pH
(€ez not) 25V, 300 mA. 30 min l

Nanos H-0- in izzvan
oksidativni stres
[ Inkubacija 30 min na 37 °C ]
Spiranje H-0- s pufrano
fiziolosko raztopino Barvanje s SYBR GreenI
¢ in dodatek fiksativa
Inkubacija 45 min na 37 °C in
delovanje popravljanih

mehanizmov DNA
Ocena kometov

Slika 4: Shematski prikaz analize z glavnimi koraki.

3.2.3 Pregled preparatov

Sfuorescenl| ni msmopok40@ Kk @ap emm ppazovall karwete in jih po
subjektivni oceni razvrstili v 5 kategorij od Ao E (Slika 5). Glavo kometa sestavlja
nepogkodovana DNA, me d t ¢éekom lelektrofporezgoktaed mrotia na D
pozitivno nabiti anodi inustvari rep kometaZ v el anj em oDMAegidedpogkod
razvitja dodatregazvitja DNA (and. supercoiling) torejrepje d a | j GINA dobivaobliko

€ z v e z komehagg@s).
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Zanekatere preiskovaneemo posnel i g e predaratoocels doe3f slikkee s | i k
vsak preara) pod 100i k r at n o pao/se driltratmage (po osnovnem stanju, po nanosu
vodikovega peroksida in po delovanju popravljalnin mehanizmov DIRAjnete l&ke smo

nato analizirali s programom OpenComet s programsko podporo ImageénComepoda
rezultate 16 razlilnih karamMebheovn kntenhit e

posebej za celoten komet, glavo kometa in rep ko8&

Naj pomembnej gi za oceno pogkodb DNA so paran
nahaja DNA, ki frggmentpangy®80)d ovana i n

Par ametr.i za opred@8i)t ev znalilnost.i repa so
1 dol ¢gi n(mzdalj®qu aneje DNA v glavi kometa #oncaDNA v repu koméa),
1 odstotek DNA v repu(odstotek DNAv repu glede na DNA celotnega kometa
1 repnimoment( zmnogek dol gine repa in odstotka |
f olivnimoment( zmnogek odstotdal ddhaenvom v eepuun i n

centrom v glavi).

3.24 St at i abdelava pashtkov
Za st adobdetatodobljenih rezultatov smo uporabili program GraphPad Prism 5, s
katerim smo i zr i sZa fpreostaleizriseigrafowe hi na r gupardbid v s mo

program Microsoft Office Excel. Za primerjavo rezultatov bolnikov s SSc in kontrolne skupine

smo upor abi | i-teshMaprsVhitaey tedt. Za Anatrgkupinske primerjave smo

uporabili KruskalWallis test za pri mer j av otskaga Vredeote@amao n avt
uporabiliSpear manov test korelacije. Pri vseh tes
znal il no razliko, vrednost:i p > 0,05 pomeni j
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Kategorija A
1 Zgogl ena vometa, kima zglt
mol no fluorescenc:/
1 Rep ni videnoziroma so vidni sam|

zametki repa

Kategorija B
f Ge vedno zgoglena
ki predstavlja polovica celotnega komg
inimadokajmo | no f |l uor e
1 Videnrep, ki predstavljadrugo polovco

kometa.

Kategorija C
1 Glavage vedno 2zggeo gvlied
fl uor es c e n,zagema neanj §o
polovico celotnega kometa.
1 Rep zajemav e | pélavito celotnega
kometa, ohranja svojo zaobljen

formacijo in ni r

Kategorija D
1 Vidni zametki glave s g ikle |
fluoresceno.
1 Reps e p o @&zgubijsvipja zaobljen(

formacijo in se r;

Kategorija E

T Gl ava kometa veima
z e | ooflgpresréno.

T Rep je zelo dolg

navzvenjmag i diflhoresceno.

Slika 5: Shematski prikaz razdelitve kometov po kategorijah od A do E irslikovni primer vsake
kategorije (dlike iz arhiva Laboratorija za revmatizem).
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33 BI OLOGKI MATERI AL I N PREI SKOVANCI

Kot vzorec smo uporabili polno vensko kri odvzetepruvetos heparinom

Na krvi vsakega bolnika s SSeioomazdrawe kontrole smoizvedlitri tretmaje pri katerih smo

preverjalip o g k d & b & e DNA gNajerej smo ovrednotkt ndogene dpogreo d Ige
DNA, torej DNA v osnovnem stanj Naneslismovodikov peroksid s katerim smo izzvali

e k s 0 g e n e DNMAORY kparathjb vedikovega peroksidasmpo g k o d o v iakukoraliD N A
injoo v r e d nmotdelovanju gperavljanin mehanizmbBWA. Vsak poskus smavedli v

dvojniku, to pomeni, da smo za enega preiskovaneggdali 6 preparatoin p r e @O | i
kometovpreparatV primeru,da analiza ni uspela v celoti, toidg se jeeden od dvojnikov

odlegls povr gi ne o0 b dragkpase gegobraniintveelwallzcaad o st no gt e
kometov ( Q00 kometovpreparal, smo ga na podlagi ustreznosti in ponovljivosti drugih

sol asno awpmikovvzk Irjanliithl i v gtudij o

Raziskava je bila odobrena sastr Komisije za medicinsko etiko. Od preiskovancev smo
pridobii pi sne privolitve o prostovoljnem sodel ov

vzorcev za namene gtudije.
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3.3.1 Semikvantitativnho merjenje
V Preglednici so predstavljenpreiskovang katerim smasemikvantitativngpr e k o r ol neg
mikroskopskega pregleda ovredno@liL00 kometoVpreparatRazdeljeniso nabolnike s SSc

in nazdravokontrolno skupinoZa vsako podskupinglede na spge opredeljen razpon starosti

i n p oaspros letih.

Preglednicalll : Preiskovanci, katerim smokometeovrednotili semikvantitativno.

Bolniki s SSc Zdrave lontrole
Mo g k i Genske Mo g k i CGenske
Skupno g 6 31 4 28
Razpon starosfiet) 40-71 28-82 46-71 27-84
Povpr el e 54,33 55,32 60,00 51,75

3.3.2 Kvantitativno merjenje

V Preglednici semi kvantitat.

so prikazanipreiskovang katerim smop o | e g
merjenjakometeo v r e d nzavtamiatsin g & | u nim programgpik OpenCometSkupno

je 18 bolnikov s SSc inZkontrol. Za vsako podskupinglede na spoje opredeljen razpon
starost.i

i n vpebhy pr el na starost

Spodnp meja ovrednotenihkometov je bila 100 kometoVpreparat.OpenComet je zaznal
razl i | nkometpuprebolnikihe SSc v razponu od 100 do 2&8netovin pri kontrolni
skupini v razponu od 102 do 38dmetov

Preglednica IV: Preiskovanci, katerim smo komete ovrednotili semikvantitativno in
kvantitativno.

Bolniki s SSc Zdrave lontrole
Mo g k i Genske Mo g k i Genske
Skupno g 3 15 4 18
Razpon starosfiet) 40-55 29-82 46-71 27-84
Povpr el et 45,67 56,13 60,00 4956

28



4 REZULTATI

4.1 VARIABILNOST MERITEV PREISKOVANCA IZ KONTROLNE SKUPINE PO

L ASU
Medanal i zne ponovl! jivost. n i mogol e dol ol at
onemogol enega shranj evanj meriveeoegapreiskovandiz ev er j ¢
kontrolne skupingki smo mu vzorecodvzello t r eh razl i | ni(hprlvaisiohd v zo
Slika6) ob (I7asmestecev od prvega o(@meseeevad,prveégd i ka |

odvzema, Slika §)ariirajo.

Podatkio odstotkihkometovv posamezni kategoriji od A do E pri osnovnem merjeBjiké

6,rdel a | stoa)p apgmé¢ ©e joshj sdkategarije kometav m potlobnih razmerjih.
Nasprotno se prc e j razli kuje odstotek kometov z obl |
meg jenju, kjer ob | asu t zaznamo pri PFrighas4

t gbkede pavkEha bdstot ek (oo magdadsanwr £zd nolslti KRdD h,
mesecev pa PP deshovngm merjemnj0 je Poi vseh trehasi h pri bl i §gn
odstotekkometovz o bl i ko B, ob | a sodstotekkometavz oblikod t ud i r

Po nanosu vodikovega peroksiddika6,z el ena | rta) ob | asu t i n
zaznam&kometovz o bl i ko A, mehkkonetovzanodsi &« oodst{ado 80
t se po nanosuodikovegaperoksic odstotekkometovz o bl i ko C povepha | e
odstoek kometovk at egori j e A. Pri vseh treh |l asih pr

peroksida zaznamo od 5 do 10 %rieaiov z obliko D, kometov z obliko E ne zaznamo.

Ob | asu t detovanjypapchdjalnkh aneharozov DNA (Slika6,mo dr a.Ob r t a)

| a s je kometov z obliko A< 20 %, kometovzoblikBp r i bl i gno 30 % i n ko
C pri bl i d mejepddel@sanjuWopravljalnih mehanizmBWNA kometov z obliko

A ne zaznamo, pribligno 10 % je kometov z ob

%). Odstotek kometov z obliko D je nimalen,kometov z obliko E ne zaznamo.
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dv c

Prei skovanec 1 (

100

(]
— 80
o 60
;_ 40 —e—(0Osnovno
> 20 —-—Po H
o
a O

A B C D E

Kategorije kometov
z Prei skovanec 1 (
100

o
— 80
_ —e—(0Osnovno
o 060
- 4
= 0 —-—-Po H O
> 20
° 0 —e—Po popravljalnih
o hanizmih

A B C D E me

Kategorije kometov

> -
© Preiskovanec 1 (it
o 100
_ 80 —e—(0snovno
o 60
o 40 —-Po H O
> 20
f_ 0 —e—P0 popravljalnih

A B C D E mehanizmih

Kategorije kometov

Slika 6: Variabilnost meritev preiskovanca iz kontrolne skupineob | asi,ht int t.
Na x i osi so kategorije kometovod Ado E, ndy s i j e povpreljiezrdwocejnmi kvo
odstotkih.

30



4.2 ZNOTRAJ-ANALIZNA PONOVLJIVOST

Na istem preiskovanciz kontrolne skupines mo s o | a s n\arialzlnosti maritev z o
posamezni ka ptdiinetrsjfanglriexeoj pbnovl jSlike6imt t est
Slika 7).

Dvojnika pri osnovni meritvi se razlikujeta pri kategorijiz& 25 %. Pri kategoriji B rezultati
odstopajo za 16 %, pri kategoriji C za 13 %, pri kategoriji D za 20 %, pri kategoriji E je
odstopanje minimalno (1 %).

Dvojnika pri meritvi po nanosu vodikovega peroksida in dvojnika pri meritvi po delovanju
popravljalnin mehanizmoBNAmo| no sovpadata. Pri kategorij.i
obeh meritvah odstopata od 3do 8 %. ZakategAdrj D i n E dstetekiodstoparijau n a n
kljub majhni absol utni razl i ki Z kdmetoy kee | i k z |
pomeni , da ti i zr al u mikomatpriseoem sivojnilal énl Oreaznagim p r .
kometovpri drugem dvojniku pomeni 100 % odstopanje).

Prei skovanec 1 ('t

100
90 —e—(0snovno (1)
80
__ 70 —e—0snovno (2)
< 60
X
z 50 Po H O
2 40
w 30 =—P 0 H O
20 o
10 =e—Po popravljalnih
0 mehanizmih (1)
A B C D E —e—Po popravljalnih
Kategorije kometov mehanizmih (2)
Slika 7: Znotraj -analizna ponovljivost za preiskovancaz kontrolne skupineo b | aMNaui osi
so kategorije kometov od A do E, nagsisomeritve i nav ad§tetkih Krivulji za osnovne meritve

st a ozwatlleminr de|mmdbdarvg dvetlb zelena in temno zelekavulja predstavljata
meritve po nanosu vodikovega perokdiglssvetlo modra in temno modkavulji predstavljata rezultate
meritev po delovanju popravljanih mehaniznmaNA.
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4.3 SEMIKVANTITATIVNO MERJENJE

Pri bolnikih s SSc je videm e | | i konde®V zeolgliko B in z obliko C, medtem ko pdravih
kontrolah prevladujejo kometi z obliko A (Slika 8). Pri bolnikih s SSc sta odstotka kometov z
obliko B in obliko C med seboj primerljivo podobna, enako pri t@ah. Kategorija D in E pri
bolnikih s SSc skupno predstavljata 5 % kometov, pri kontrolah je ta odstotek minisialen

tem, da kometov z obliko E ne zaznamo

‘» 2000
- SSc
> 1600

0)
g_ 35 0 37 %

1200
x
© 23%
o 800 .
@ 400 —
0 - . . - . — . — .
A C D E
Kategorije kometov

‘» 2000
- Kontrole
> 1600
o 43 %
o
« 1200

0
o 27% 29%
o 800 -
(,) ]

0
0 T T T —_— T 1
A B C D E
Kategorije kometov

Slika 8 Primerjava bolnikov s SSc in zdravn kontrol pri osnovnem merenju.

Gt e v i Istolpcemmaayd osipredstavligk u mul at i vni s \eghtbankevikontpobav pr el i |
d o | @ kategorip. Ena barva v vseh stolpcifredstavijagp o v pr e | | eenadha prgiskovakca.v

Nad stolpcem so zapisanelativhe vrednost{v odstotkin)z a d ol o | e ngtedeka teletgnor i j o
segtevek pov.preli]j dvojnikov
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Po nanosu vodikovega peroksida (Slika 9) pri bolnskBSdategorja A predstavlja 15 %qpri

kontrolah pa 34 %. Odstotek ketov z obliko B je pri bolnikih s SSc in pri kontrolah
primerljiv, medtem ko je odstotek kometov z
kot pri kontrolah. Skupni odstotek kometov kategorije D in E je pri bolnikih s SSc 10 %, pri
kontrolah je & 3 %.

‘© 2000
® 48 %
o SSc
> 1600
o
o

1200
x 27 %
[¢D]
>
o 800
= 15 %
o)
o 400
» — 3%

0 e . . — | .
A E
‘© 2000
o Kontrole
> 1600
(@]
o
« 1200 34 %
]
> 24 %
» 800
o
o 400
n
— 2 % 1%
0 _— , e ,
A C D E
Kategorije kometov

Slika 9: Primerjava bolnikov s SSc in zdravin kontrol po nanosu vodikovega peroksida

Gt evi Istolpcermna §i 0 s | predstavlja kumul ativni sedgtevel
dol ol eno kategorijo. Ena barva v vseh stol pcih
Nad stolpcem so zapisamelativhe vrednost{v odstotkin)z a  d m lkaidgaijoglede na celoten
segtevek pov.preli]j dvojnikov
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Po delovanju popravljalnih mehanizmov DNA (Slika 10) pri bolnikih s SSc prevladuje odstotek
kometov z obliko C (45 %), kometov z obliko A je 20 %, kometov z obliko B je 23 %. Pri

kontrolahje kot o v

z obliko A 39 %,

pribligno enak

B in C. Skupni odstotek kometov kategorije D in E je pri bolnikih s SSc 12 %, pri kontrolah

predstavlja skupno 4 %.

‘» 2000
- SSc
> 1600
(@)
a 45 %
1200
4
(¢}
>
o 800
- 20 %
e}
o 400 9 %
L . — I
0 , . ==
A D E
Kategorije kometov
‘» 2000
= Kontrole
> 1600
o
o 39 %
« 1200
0]
o 289 29 %
>
5 800
- I
O
o 400 —
n
o N |  mmm |
A D E
Kategorije kometov

Slika 10: Primerjava bolnik ovs SSan zdravih kontrol po delovanju popravljalnih mehanizmov

DNA.Gt evi | ka
za dol ol eno

n aido ssit oplrpecdesm anval jya
kategorijo. Ena

bar va

kumul ativni segtev
vV vsevancat ol pci

Nad stolpcem so zapisanelativhe vrednost{v odstotkih)z a
segtevek povpreli]j
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4.4 KVANTITATIVNO MERJENJE

4.4.1 Primerjave rezultatov 4 kvantitativnih parametrov

Vrednostiparametrossmo pridobili zovrednotenjenkometovs programom OpenCom@&lika

11 in Slika 12 prikazaujetakvartilne diagrane rezultatov kvantitativnega merjenja 4 izbranih
parametrov za opr edelziat eowp rzendaelliiltneovs tpio grkeopdab ki
odstotek DNA v repu, repni moment in olivni momept) bolnikih s Sc in pri kontrolni

skupiniPr va meritev (rdela) predstiankohtrplahdraganov no
meritev (zelena) predstavlj@metepo nanosu vodikovega peroksida, tretja meritev (modra)
predstavljakometepo delovanju popravljalnin mahizmovDNA. Mediane bolnikov s SSc
(Sl'ika 11) kagejo podoben trend naraglanja \
vrednosti pri osnovnem merjenju in MmHAVI gj e

vendar st at i st iismodokazalpranoberermparametru®rzdsnovni meritvi

in meritvi po nanosu vodi kovega peroksida s
delovanju popravljalnin mehanizm@NApa se i nterkvartilni razmi
80 50~
) = 40-
= - 304
£ 401 Z
E 2 99-
-E = 20
3 201 2 10-
A g
o
0 1 L L] 0
Osnovno Po H,0, Po popr. meh. Osnovno H,0, Popoprmeh

201 20-
(7 2
[=] =]
:‘i 154 E 154
= =
g 10 £ 10-
=] =}
E g
g 5- 5 54
o =
== o
0- 0 T L T
Osnovno PoH,0, Po popr.meh. Osnovno Po H,0, Popopr.meh.

Slika 11: Grafilni prikaz izbrani h parpdbomikirsosS6c za opr
Sredinska p ed #notraj pravokotnikov predstavlja mediano vrednositbranega parametr&

arbitrarnih enotah ali odstotkilPravokotnikje omejens prvim in tretjim kvatilom, ki predstavljata
interkvartilni razmik Spodnj i r omirmmalnopyr edltoasw |, j azgor nj i r ol
maksimalnovrednostKr at i ca €& P o p o pdelovanjumpravignihpnemasizou DNA. o
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Pri kontrolni skupin (SIl'i ka 12) mediane glede na tretm
vseh 4 parametrov (najnigje so vrednost:i pri
popravljalnin mehanizmo\DNA) , vendar statistilno prhaliln
nobenenprametru Pri vseh tretmajih so interkvartil
odst otek DNA v repu (%) je po nanosu vodi kovVve
80+ 501
. &
g = 401
2 g
= > 304
S 40 =
= 2 204
|
R 3
o
0 L] L] T 0 1 T T
Osnovno PoH,0, Popopr.meh. Osnovno Po H,0, Popopr.meh.
20+ 201
o )}
2 15 g 151
= =
£ 107 £ 10-
(=] =}
g =
£ 5 2 5
e S
0' 0 T T T
Osnovno PoH,0, Po popr.meh. Osnovno Po H,0, Popopr.meh.
Slikal2Gr af i |l ni prikaz i zbranih par amentroldskupmia opr ed

Sredinska p ed #notraj pravokotnikov predstavlja mediano vrednosizbranega parametra
arbitrarnih enotah ali odstotkilPravokotnikje omejen s prvim in tretjim kvélom, ki predstavljata

interkvartilni razmik Spodnj i

maksimalnosrednostKr a t i

ca

ePo

r orhiramalno predaasts zgarmjk o & a | predsta
p o pdelovanjumopravianingmemaeizoni DNA. o
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4.4.2 Primerjava repnih momentov medbolniki s SSc in kontrolnimi vzorci

Mediani obeh skupin sta pri osnovnih meritvah enaki (Slika 13),itelikvartilini razmikje
pribligno enak, kar pomeni, da so vrednost:
presege 10 e no tPricsroywmih megiwah me ma n & aetestomn (MariAm  t
Whitney test) ni smo dokazal. s bolnikov s $SciIhnn o  z n

medianamkontrolnh vzorcev(p > 0,05).

Po nanosu vodikovega peroksida (Slika 13) je razvidno, da je mediabalpikih s SSc

ma | e n k ekst medmana grikontrolni skupirtiydi interkvartilnirazmikjer e | j i pri bol
S SSc, kjer 2 vrednosti precej i zstopata i
nepar ame-testoml (ManiWhithey test)po nanosu wdikovega peroksidanismo
dokazal. st at i sned iediananzi hotnikav 5 8Sc m medarzamiikdntrolnih

vzorcev(p > 0,05).

Mediana pri bolnikih s SSc je po delovanju popravljalnih mehanizBDRA vi gj e kot p
kontrolni skupini (Slika 13)Interkvartilni razmikjelb st veno vel j i,vrgumosti bol ni

medi an so bolj razprgene. Pri bol ni ki h s SSc
medianeP av tako i zstopata 2 vrednost.i proi kont
repre g a moment a. Z -tesgma (Manmvéhitneyl test)ipon delovanju
popravljalnin mehanizmov DNAned medianami bolnikov s SSc in medianami kontrolnih
vzorcevhismaokazal i statistilno znalilnih razlik
Tudi primerjava drugilparametrovza pr edel i t e v paorkalgiel, n dsat is or enea
bolnkisSSd n kontr ol no skupi nbpn @ lochdikbnrel skipinama. i st a

Slike so podobne kot za repni moment, zato grafov nismo posebej prikazali.
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Slika 13 Primerjava repnih momentov med bolniki s SSc in kontrolnimi vzorci.
Vsaka t ol kmedignoepegahomenhgnega bolnika SSc oziroma zdrave kontrokRepni

moment j e par amet e rprimerf@lidobyenemeiitvain ghmpredstguili &ot virednosbi
od 0 do20 arbitrarnih enot. Sredinskap r e |prkdatavljamediarm vseh vrednostiSp odnj i rol a
predstavljgorvi kv ar ti | , z gjateetnkvartil, skupdj predstgvijatatdris/artanivrazmik.

Kratica ePo p o pdelovanjpmpravignihpnemeizoi DNA. o
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Pri bol ni kih s SSc (Slika 14) sta mediani v

enaki. Mediana po delovanpopravljalnin mehanizmobNA|j e vi gj e i n inter k\
je girgi. Med dobl jeni mi rezul tati po vseh t
variance (KruskaWa | | i s test) nismo ugotovili statist]i

Prikont r ol ni skupini (Sl'ika 14) je samo 1 tol k:
momenta, medtem ko gwi bolnikihs SSk ar 4 t ol ke ( medi ane repnefc
s SS¢ nad 10 enotami. Med dobljenimi rezultati po vseh treh tretmajikgotirolni skupini z

enosmerno analizo variance (Kruskdb | | i s test) nismo ugotovil:i
(p > 0,05).

[*]
(=]
)
[
=
)

SSc . Kontrole

—

i
1

—

th
1

[

Repni moment (enote)
=
1

Repni moment (enote)
=
1

: : : -
54 % i 5 A . -
* o f o < . %
0 ® S ® ® | 0 ~ 04 a l <
Osnovno Po H,0, Po popr.meh. Osnovno Po H,0, Po popr.meh.

Slika 14: Znotraj -skupinske primerjave. Vs a k a t o | k medipnoreptegamaemenhé greega

bolnikas SSc oziroma zdrave kontrolR.e p n i moment j e par amermerali s kat
dobljene meritve in jih predstavili kot vrednosti od @@arbitrarnihenot.Sredinska r e prédstavija
mediarm vseh vrednostiSpodnj i r ol aijkvaptrield, st ag o j @ igti kvartil,a | pr e

skupaj predstavljataterkvartilni razmik. K r at i ca e P o p o pdelovanugopravanitp o me n i
mehaniznov DNA.
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4.4.3 Repni momenti posameznih bolnikov s SSc in kontrgdri osnovni meritvi

Iz grafa osnovnih meritev bolnikov s SSc (Slika¥5) di mo, da seivarcev vel Kk
v e | maritav giblje do vrednostb. Pri ostalih vzorcih, Vz 17 (31)Vz 15 (41) Vz 14 (51),

Vz 2 (58), Vz 18 (61), Vz 9 (69h Vz 5 (82), sameritverepnega momntab o | | redoz pr gen
vrednosti 1Gsp r i b |l i ihtrendremakpor edlosaemetzokkt ol ke se g
vrednostjo 30n 40.

Osnovne meritve pri kontrolni skupini (Slika 15) so zelo podobne kot pri osnovnem grafu za
bolnike s SSc, saj jeevl 1 reatev reorcevz g o0 g lde mrédhosti 5 posamezne t
izstopajo.Pri nekaterih vzorcih (npNz 21 (46) Vz 22 (49) Vz 20 (52) Vz 15 (55), Vz 10
6l)inVz9 62) so tol ke meritev repnéeguaednost Bigsnt a t
posameznimi izstopafjida se med seboglo prekrivajo.Vz 11 (33), Vz 19 (52)Vz 3 (67)
Vz2(71)inVz 14 (84) i maj o pr i bldogedoostifpasametne end r
tol ke i zstvegnasti40. Ralel | po dr@d amragenost tol Wz je za
4 (41), Vz 13 (59) in Vz 17 (60).

vz 1 (40), Vz 7 (42) in Vz 6 (55) so mogki b
tolke zgoglene pod vrednostjoelO0tvRoSamM®ZMA Z

prav tako n estomeiskogahcayy o s st ar

Vseh ostalih 15 meritev predstavljajo gensk:é
starosti,saje t ol k e z erlVa 17(34)Zjerrjedemca stara 31 &b Vz 5 (82), kjer

je bolnica stara 82 let. Po drugi stranigopri Vz 13 (31), kjer je bolnica prav tako stara 31 let

in pri Vz 16 (80), kjer je bolnica stara 80 let, vidne zguestiheritev pod vrednostjo repnega

momenta 5.

Vz 21 (46), Vz18(56), Vz 3 (67)inVz2(71)soz d r a Vv i mo g K i iz kontroln
Pri osnovni meritvso priVz 21 (46) in Vz 18 (56jneritves 0 zgo gl ene pod vredr
momenta 5. Nasprotno je pri Vz 3 (67) in Vz 2 (71), kjer posamezne vrednosti segajo celo nad

vrednost 30, pravtak | e r merifgvv @il tj ev

Pri osnovnem merjenju vzorcev razporejenibspolun i ol i t Mediana vredmolstii pk .
osnovnem merjenju pri bolnicah s Sfgcv 1 g1 ,a4 4() kot proi genskah i

(1,16),karpane veljgkoprimeramomed ane mogki h bol ni kov s SSc
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Pri bolnikih s SSc povezavene d st ar ost j o i n e nddvoogveeNAY nget e v i
Pri kontrolni skupini smo v primerjavi median repnih momenioorcevpred65. letom inpo

65.leuz nepar anastom(MdnAPNhmtiney t est ) amo&Klaezlkda st a
(p=0,0168 med starostj o premdogenim o @ ldowkdyy eirn gqtee VDIN
neodvisno od spolgSlika 18).

Slika 15: Repni momeni posameznih bolnikov s SSc in kontrolpri osnovni meritvi.
V gtudijo smo vkl ip22lkantrojkisao8b bvakl bnji ukporvi dso bSiSlci zapor ¢
o0z nahaegrafkk ot € Vz ¢ ozrdmabd ldlo22,b8epaju je navedena starost preiskovanca

vietih.Gt evi | ki@ejpvoznoerncia vr st ni red tesjinavaorcipdsadoj eev
razporejeniar agl aj ol dpozsdlaemists o mogki , Répnimomewmtz nal en
je parameter, s katerim smo grafilno prikazal: d
60 arbitrarninenot. Kometi brez repa se gibljejo okrog vrednostO , dalj gi kot je re
meritev vrednost:i 6 0. Ena tol ka nakomgetgekétga pr ed s |
ovrednotir a| unal ni gki program OpenComet .
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